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Resumen

La complementariedad de bases de Watson y Crick representa una gran
fuente de estudio en biologia estructural y las estructuras ahorquilladas
hairpin structures) son uno de los tipos de secuencia que mag
aplicaciones puede reportar. En particular, la induccion iterada de
horquilla en una secuencia y su posterior elongacion es una técnica que
estd siendo implementada para la amplificaciéon e identificacion de
secuencias de DNA o RNA que se encuentren menos representadas en
una muestra, con el fin de establecer su presencia en una situacion
genética determinada.

Sin embargo, este tipo de operaciones carece de herramientas que las
modelen y que puedan servir de base a un investigador para seguir
estudidandolas. Por ello, en este trabajo se realiza el analisis y I3
implementacion de un analizador de secuencias bioldgicas que realice
tanto el estudio estructural de la secuencia, el modelaje de una posible
autoinduccion iterada de las operaciones de horquilla-elongacion
desnaturalizacidon y la comparacién entre dos secuencias diferenciadas
Unicamente en la introduccidon de un paso puntual de mutacion.
Para el proyecto, se ha recurrido a la utilizacién de algoritmos
estrictamente relacionados con la teoria de autématas y lenguajes
formales, que estd ampliamente relacionada con la operacién a modelar
hos permiten incorporar un diseno mas eficiente a nuestro analizador.

El analizador se desarrollara en PYTHON y se pretende obtener una
herramienta que trabaje en modo auténomo. Posteriormente, se€
evaluara su posible integracion en un sitio web para su ejecucion en red.
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Abstract

Watson & Crick base-pairing represents a big source of study in
structural biology and hairpin structures are one type of sequences with
multiple applications to report. Particularly, the iterated induction of a
hairpin in a sequence and the posterior elongation is a technique that is
being implemented for the amplification and identification of DNA that
is few represented in a sample.

However, this type of operations has not modeling tools that can be
served as a base for an investigator. For this reason, in this project, the
analysis and the implementation of a bio-sequence analyzer are carried
out. It will perform the structural analysis of the sequence and the
modeling of a possible iterated self-induction of three steps (self-
hairpin, lengthening and denaturing) over a sequence.

In this project, we recurred to the utilization of algorithms strictly
related with formal language and automaton theory, vastly related to
the implemented operation. Moreover, these algorithms offer us the
possibility of incorporating a more efficient design in our analyzer.

The analyzer will be developed in PYTHON and the objective is to obtain
a tool working in stand-alone mode. Finally, a potential incorporation to
a website will be assessed.
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Hairpin structure, Base-pairing, Formal languages Theory, Hairpin Lengthening,
Matritial algorithmics.
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OINTRODUCCION

Estructuras secundarias de DNA

Ademas de la doble hélice candnica, las secuencias bioldgicas son capaces de plegarse en otras
estructuras secundarias tanto intra como intermoleculares y adoptar una amplia variedad de formas
basadas en motivos particulares y en interacciones con diversas proteinas. Formas estructuradas de
DNA poseedoras de complementariedad son generadas en multiples procesos celulares y estan
envueltas en funciones bioldgicas. Una de estas formas son las cadenas de DNA simples (ssDNA)
producidas durante la replicacién, la conjugacién bacteriana, la transformacién natural o por
infecciones bacterianas. Estas cadenas de hebra simple son capaces de plegarse sobre si mismas si
poseen entidades moleculares (motivos, segmentos, repeticiones invertidas, etc.) a lo largo de su
longitud que cumplan con la complementariedad de Watson y Crick. Cuando se produce este
plegamiento la cadena forma una horquilla, y pasa a denominarse ahorquillada o auto-horquillada

(Figura 1).
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Figura 1: Secuencia en sus dos estados de cadena abierta simple o ahorquillada. (Wallace Ml et al. 2001)
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La existencia de horquillas en una secuencia determinada otorga a ésta multiples funciones que en
cadena simple no podria realizar. Asi, las horquillas tienen una aplicacién directa a la hora de iniciar
la replicacidn de ciertas estructuras tanto lineales como circulares (Kornberg and Baker. 1992, Kahn.
2005), en la iniciacion de la replicacién bacteriana y en eventos de splicing y de recombinacion.
Ademas, las estructuras ahorquilladas pueden interaccionar con proteinas y modificar la fisiologia de
la célula mediante estructuras ahorquilladas cruciformes que modifican el estado enrollado del DNA
(Pruss and Drlica. 1989), y mediante la inhibicién de un sitio de unién en el DNA. Ademas, ciertas
proteinas solo pueden reconocer y unirse especificamente a horquillas (Barabas et al. 2008). Por
ultimo, una de las Ultimas investigaciones con miRNAs ha demostrado que el origen y evolucién de
agrupaciones de estas entidades se produce por la formacién de novo de nuevas horquillas (Modelo
de nueva horquilla) en transcritos de miRNA ya existentes (Marco et al. 2014). Todas estas funciones
y posibilidades podran ser exploradas con nuestro analizador. Las estructuras secundarias
ahorquilladas han sido ampliamente estudiadas en biologia y son muchos los programas que
reconocen horquillas y nos devuelven la estructura de la secuencia, tales como RnaFold, CoFOLD o
ARAGORN (Laslett and Canback. 2004, Proctor and Meyer. 2013). Sin embargo, durante este

proyecto, no solamente nos hemos centrado en el estudio de la estructura ahorquillada Unica, sino
también en su evolucién.

Evolucion de estructuras ahorquilladas

El siguiente paso en nuestro estudio es definir el concepto de evolucién de horquilla, anteriormente
introducido. Cuando nos encontramos una estructura ahorquillada en algin punto de una secuencia,
definiremos su evolucion como la transformacion de dicha secuencia en otra tras la aplicacién



iterativa de una operacién definida en la cual la propia formacion de horquilla sirva como elemento
evolutivo.

El estudio de la evolucion de secuencias primarias hacia estructuras secundarias ahorquilladas y su
iteraciéon no es un concepto experimental, por lo que se debe recurrir a modelos matematicos para
estudiarlo y la teoria de autématas y lenguajes formales (que sera introducida mas adelante) es, en
este aspecto, de alta utilidad. Ademas, el estudio de este tipo de operaciones no es un concepto
nuevo en teoria de lenguajes formales, sino que son varios los lenguajes motivados por la
complementariedad de bases de Watson y Crick que han sido estudiados para secuencias bioldgicas.
En concreto, el estudio de este tipo de lenguajes empezd con una serie de articulos publicados por
primera vez en 2006 (Bottoni et al. 2006) en los cuales se empezaron a definir los conceptos basicos
de la teoria de lenguajes para las secuencias ahorquilladas. Los siguientes trabajos trataron de definir
y modelar las primeras operaciones basadas en la complementariedad (Cheptea et al. 2006),
denominadas completacion de horquilla y reduccion de horquilla (Manea. 2007, Manea et al. 2009).
Estas operaciones comenzaron a definir lenguajes sobre secuencias que se podian convertir en
ahorquilladas sobre si mismas y las cuales se asumian de estructura preservada, es decir, las
horquillas producidas eran estables sin necesidad de elongacidn. Una vez producida la horquilla, se
procedia a elongar la cadena hasta el final de su longitud (complecidon de la horquilla) o bien a
eliminar de la secuencia las bases que formaban parte de su longitud (reduccién de horquilla). Las
esquematizaciones de ambas operaciones se representan en la Figura 2. Si posteriormente a estas
operaciones afiadiamos un evento de desnaturalizacidn de la doble cadena, obteniamos
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Figura 2: Esquemas de las operaciones de complecion de horquilla (a) y reduccién de horquilla (b)

Sin embargo, estas primeras aproximaciones describian Unicamente un paso del proceso, por lo que
el siguiente paso fue definir las mismas versiones pero iterativas (Manea 2010), es decir, repitiendo
la operacién tantas veces como se deseara para formar secuencias nuevas.

Asi, siguiendo los pasos de estas investigaciones, la motivacion de nuestro proyecto era poder
combinar los lenguajes ya existentes y dotar a nuestro analizador de caracteristicas mas bioldgicas y
asumiblemente mas ventajosas para ser implementadas computacionalmente con el objetivo de que
pueda llegar a ser usado por los investigadores. En este punto, los desarrolladores de las primeras
operaciones empezaron a definir un nuevo lenguaje que definia la operacidon de extensién de
horquilla, un lenguaje que pretendia estudiar la evolucién de una secuencia hacia otra mas larga
mediante auto-horquillado, extensién y desnaturalizacion de la misma, usando el mismo principio
gue la complecidn de horquilla, pero variando la forma en que se podia extender la cadena después
del horquillado. La forma de extension dejaba de consistir en la completacion de la secuencia ya que
podria llegar hasta un punto intermedio si fuera necesario o interesante. Nuestro analizador partira
de estos disefios algoritmicos para realizar una serie de cdlculos referentes a la extension de
horquilla, la operacidn que dara lugar a la evolucion de una estructura autohorquillada.

No obstante, la evolucidn de las estructuras ahorquilladas hacia estructuras mas complejas no ha
sido objeto de estudio debido a la escasa implementacion técnica y experimental existente y es por



ello que en este trabajo se exploraran, de manera basica, diversas vias de modelado computacional
de operaciones complejas que involucran a esta evolucién de horquillas.

Incluso sin ser operaciones implementadas, en la naturaleza es frecuente observar modelos que
simulan operaciones de este tipo. Asi, la operacion de extensiéon de horquilla involucra a su vez
operaciones mas sencillas, como el auto-horquillado de secuencias, presente en algunas clases de
virus como los Parvovirus, que tienen sus extremos 3’ repetidos e invertidos para poder iniciar su
replicacion (Salzman and Fabisch. 1979), o la adicién de nucledtidos a una secuencia para hacerla
evolucionar a otra diferente, operacidon que se observa, con algunos matices como la introduccién de
cebadores externos, en las técnicas de amplificacion de DNA, tales como la amplificacién isotérmica
mediada por horquilla (en adelante LAMP) (Fakruddin et al. 2013).

Volviendo al hecho de la ausencia de un modelo biomolecular experimental pre-establecido, este
tipo de procesos ha de ser investigado con modelos matematicos, como la teoria de autdmatas y
lenguajes formales, cuyos conceptos basicos definiremos a continuacion.

Teoria de autématas y lenguajes formales

En esta seccién del trabajo, el objetivo principal serd tratar de dar una introduccidon (Hopcroft and
Ullman. 1979) razonablemente completa y formal acerca de las bases de la teoria de lenguajes
formales, para conseguir asi introducir los conceptos minimos necesarios para entender el disefio y la
implementacién del analizador. Ademas, trataremos de relacionar los conceptos con las secuencias
bioldgicas para demostrar la utilidad de esta teoria a la hora de definir de una manera eficiente
cualquier cadena bioldgica.

Formalmente, un lenguaje (L) es un conjunto de palabras extraidas de un alfabeto, donde éste es
denominado Z y contiene un grupo de simbolos a partir de los cuales se puede crear una palabra
siguiendo una serie de condiciones. Si el lenguaje comprende todas las palabras que pueden ser
creadas a partir de Z, el lenguaje se denomina universal y pasard a denotarse como X* y se definira
como:

2* = {a,b} ={¢a,b,aa,ab,bb,..}

Donde a y b son los simbolos a partir de los cuales se pueden formar palabras del lenguaje y ¢
representa la cadena vacia, una palabra que no contiene ningln caracter y se puede obtener de
todos los alfabetos. Si se esta interesado en un lenguaje que no contiene la cadena vacia, a dicho
lenguaje se le denominara X"y se definira por:

It =5 —{e)

En relacidn con estas definiciones, si queremos definir el alfabeto usado a la hora de definir una
estructura genética, usaremos los simbolos definidos universalmente para los cuatro nucleétidos
presentes en el DNA, es decir, adenina (a), citosina (c), timina (t) y guanina (g). El uso de estos
simbolos viene dado por un criterio universal, aunque también son interesantes los alfabetos que
contengan los simbolos de RNA o aminodcidos. En este sentido, el analizador actuara tomando como
input secuencias en forma de DNA y empezard a trabajar con este tipo de secuencia. El alfabeto
quedaria definido como:

Xpna = {a, ¢, t, g}



Denominaremos longitud de una palabra al nimero de simbolos que contiene. Dada una palabra x y
otra y, pertenecientes a 2 y un elemento de nuestro alfabeto a € Z, se define la longitud de x como:

x| = Osix=c¢
T Uyl + 1six=ya

De un modo mas descriptivo, dada una palabra w = actgactg, definiremos su longitud |w| = 8.

De la misma manera, es importante definir el concepto de segmento de palabra, es decir, un
fragmento contenido en una palabra, de una longitud menor o igual. El segmento viene definido
como w[i..j], donde i y j representan los indices de inicio y fin del segmento dentro de la palabra.
Asi, w[1..3] = act.

A partir de la definicién de un segmento, que de una forma informal define cualquier fragmento de la
secuencia, podemos ademas incluir las definiciones de prefijo y sufijo.

Dadas las palabras w, v € 3%, se define:

3 . . *
e wes un prefijo de v si existe una palabrau e conv=wu
e w es un sufijo de v si existe una palabrau €2 conv=uw

De acuerdo con el funcionamiento de nuestro analizador, se debe establecer una definicién formal
de concatenacion de palabras, es decir, la adicién de palabras a las ya existentes, que también se
define en la teoria como:

* . e
Sean x y w dos cadenas tales que x, w € 2, se denomina concatenacion de x y w a una nueva cadena
xw constituida por los simbolos de la cadena x sequidos por los de la cadena w.

Una vez definidos los conceptos basicos de teoria de lenguajes que usard nuestro analizador y los
simbolos que van a a componer dichas secuencias, el siguiente paso sera la definicién de una serie de
conceptos de teoria de lenguaje aplicados a la formaciéon de horquillas, esenciales en nuestra
herramienta.

Por convencidn, las cadenas de DNA estan descritas con los elementos del alfabeto X con orientacion
5’ a 3’ y esta sera la direccionalidad de la secuencia en la herramienta. Una involucién sobre un
elemento de una cadena se define como una aplicacién de un elemento en otro, es decir, un
elemento es reconocido como otro durante el andlisis de la secuencia. Las cadenas de DNA cumplen
estas involuciones gracias a sus bases complementarias. Sea la notacién 7, las involuciones quedarian
de la siguiente manera:

g=c;c=g;t=a;a=t
De una manera general, una involucién sobre un conjunto S se define como un mapa biyectivo:
1

0:S - S, talqueoc =0~

De esta forma, decimos que cada uno de nuestros elementos tiene una complementariedad, es
decir, los pares c-g y a-t son complementarios.

Un anti-morfismo se define como una secuencia reversa y nos sirve para introducir las cadenas
reversas que van a buscarse durante el algoritmo. Sea la notacién *, se define un anti-morfismo

como:

(a10y ...a)® =a, ..aa,



Para entender de una manera practica estas definiciones, se propone el siguiente ejemplo:

w = atgc
w = tacg
wk = cgta
wR = gcat

En lenguajes iterados y concatenados, como el caso que nos ocupa, es importante definir cada
iteracion mediante una operacion de cierre. En este caso, existen dos tipos de cierre, el cierre estrella
y el cierre positivo.

El cierre estrella define al lenguaje cuyas palabras son todas las que se pueden obtener realizando 0
0 mas concatenaciones de palabras del lenguaje (L). En nuestro caso, las palabras de L seran todas
aquellas secuencias que tenemos en el analisis pero también sus involuciones y anti-morfismos
formados siempre con simbolos de nuestro alfabeto. El cierre estrella se define como:

L*=UL"

i=0

Asi, en resumen, nuestro lenguaje buscard estructuras formadas a partir de simbolos de nuestro
alfabeto, en una estructura definida, realizaremos las interacciones adecuadas sobre ellas,
incluyendo sus involuciones seglin la complementariedad de Watson y Crick y finalizaremos cada
iteracion con un cierre para pasar a la siguiente.

Recursos informaticos

El analizador se realizard con el lenguaje Python, uno de los llamados lenguajes de alto-nivel, que nos
ofrece facilidades a la hora de escribir el cddigo y leerlo computacionalmente, con lo que la eficiencia
de los algoritmos es mayor. Python ofrece también un manejo mas sencillo a la hora de trabajar con
cadenas de DNA y de identificar las involuciones y los anti-morfismos, asi como una mayor sencillez a
la hora de hacer evolucionar dichas secuencias de DNA, que es el objetivo de nuestro trabajo.
Ademas, este lenguaje ha sido ampliamente usado en muchas aplicaciones de la teoria de lenguaje,
como gramaticas génicas (gene grammars) o el estudio del lenguaje natural y la busqueda de
patrones dentro de secuencias.

El analizador correrd mediante comandos en un terminal afiadiendo una serie de parametros que
seran necesarios para el funcionamiento de nuestra operacion. Tanto estos pardmetros como la
definicidn de extensidn de horquilla se definirdn a continuacion.

La herramienta ha sido programada y testada en un sistema operativo Ubuntu LTS 16.04 (Linux x64) y
tanto su disponibilidad como la de los mddulos externos al lenguaje se ofrecen bajo demanda.



OOBJETIVOS

Dada la poca investigacion en lenguajes que simulen la evolucién de estructuras ahorquilladas
simples en otras mas complejas de manera iterada, en este trabajo, se plantea como objetivo
principal el anadlisis y la implementacién de una herramienta analizadora que simule una
operacién de este tipo, llamada extension de horquilla.

Aunque esta operacion sea potencialmente aplicable en algunas técnicas bioldgicas
experimentales, la meta es implementar un algoritmo que modele la operacién de manera
eficiente. En un futuro, se valorara la incorporacién de elementos externos a este algoritmo
con el fin de modelar dichas técnicas experimentales.

El analizador tomara una secuencia X, una secuencia W y una longitud de horquilla (k) como
inputs y cumplird los siguientes objetivos:

e Dada la longitud k, la herramienta mostrara todas las horquillas de esta longitud que
se pueden dar en la secuencia X. Esta operacion esta pensada para dar informacién
estructural en la secuencia, pudiendo ver de una manera sencilla si es posible la
aparicion de una horquilla en una posicién determinada de la secuencia o la secuencia
de nucleédtidos que quedarian dentro de la horquilla.

e Dadas las secuencias X y W, y dada la longitud k, la herramienta modelara el proceso
de evolucién de la secuencia X a W, es decir, mostrard como W puede ser formada a
partir de X, mediante la operacién de extensién de horquilla, que involucrara tres
procesos ordenados llamados auto-horquillado, extensiéon y desnaturalizacién. La
operacion de auto-horquillado se producira hibridando tantas bases como la longitud
de horquilla k.

e Ademas del modelado de la evolucion, la herramienta nos informara sobre la distancia
de extensidn de horquilla respecto a k, que se define como el nimero de veces que se
deben repetir las tres operaciones anteriores para pasar de Xa W.



OMETODOS

Extensidn de horquilla

El siguiente paso en nuestro estudio es definir el concepto de evolucién de horquilla (Manea et
al. 2010), anteriormente introducido. Cuando nos encontramos una estructura ahorquillada en
algun punto de una secuencia, definiremos su evolucién como la transformacién de dicha
secuencia en otra tras la aplicacion de una operacién definida relacionada con horquillas.

En nuestro caso, la operacidn analizada se denomina extensién de horquilla y consiste en
pasos sucesivos de tres sub-operaciones: Auto-horquillado = Extension de secuencia 2>
Desnaturalizacidn. Las tres sub-operaciones se representan en la Figura 3.
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Figura 3: Esquema de las tres etapas de una iteracion de extension de horquilla por ambos extremos de la
secuencia.

Como se observa en la figura 3, el auto-horquillado se define como la induccién de una
horquilla en una secuencia de cadena simple. El extremo final de la cadena (@), de una
longitud k determinada, hibrida con un fragmento contenido en la secuencia complementario
y reverso a a(a_R). La extension es el alargamiento de la secuencia en el cual se introduce un
numero determinado de nucledtidos complementarios al fragmento de cadena comprendido
entre el final de la horquilla y el extremo de la secuencia que no se habia auto-horquillado.
Cabe destacar aqui que el algoritmo predecird solamente la elongacién de toda la secuencia
restante (y) en todas las iteraciones menos en la Ultima, donde la elongacidn de la secuencia
podrd ser parcial (6%). Este proceso representa una ventaja bioldgicamente hablando, ya que
las posibilidades para evolucionar la secuencia primera aumentan exponencialmente,
pudiéndose modelar un mayor nimero de procesos y posibilidades de manera sistematica. El
paso de la desnaturalizacién se define como la ruptura de los puentes de hidrégeno entre las
bases complementarias gracias a la cual la cadena vuelve a su forma simple, a partir de la cual
se repite la operacidn de extensidn de horquilla.

Asi, nuestro analizador tomard como input dos secuencias dadas, denominadas X y W. La
operacion de extension de horquilla serd producida de manera iterada sobre X con el fin de
calcular la distancia, si existe, entre X y W. La definicidén basica de distancia se define como el
numero minimo de iteraciones de extensién de horquilla necesarias para pasar de X a W.
Tanto la operacidon como el lenguaje que la define y la distancia se definiran de una manera
mas formal posteriormente.



En este punto es importante definir una serie conceptos bioldgicos sin los cuales la operaciéon
guedaria parcialmente indefinida y que el usuario de la aplicaciéon debe tener en cuenta.

1. Longitud de horquilla: Se define como longitud de horquilla, k, la longitud del
segmento de secuencia que forma la horquilla, es decir, la longitud de las secuencias
hibridadas por complementariedad. El valor de k podra ser definido por el usuario de
la herramienta pero dicho valor serd el mismo en cada iteracion.

2. Repeticiones invertidas (IRs): También llamadas palindromos. Un par de secuencias IR
es un par de secuencias complementarias y reversas de otra comprendida a lo largo de
la misma secuencia. Este tipo de secuencias son las que forman la horquilla.

3. Direccionalidad de la polimerasa: Debido a posibles aplicaciones no bioldgicas, el
algoritmo estd preparado para reconocer horquillas producidas a partir de ambos
extremos, tanto 3’ como 5. No obstante, la elongacién de la horquilla formada se
produce de un modo directo, sin fragmentos de Okazaki a lo largo de la secuencia. Por
tanto, es importante conocer bien las secuencias a la hora de calcular su distancia,
pero también lo es conocer la direccionalidad de la polimerasa que se usaria, ya que
solo asi se modelaria la operacién de manera éptima.

4. Secuencias repetidas: Este tipo de secuencias se definen como ocurrencias multiples
de un fragmento dentro de una misma secuencia. En este caso, las repeticiones son
una de las aplicaciones potenciales de nuestro analizador, ya que es su existencia la
gue hace que las secuencias que puedan llegar a formarse mediante extensidon de
horquilla sean diferentes. El algoritmo estard preparado para reconocer dichas
repeticiones en caso de ser necesario, pero calculara la distancia en base Unicamente a
la secuencia x dptima que se pueda transformar en w.

Por tanto, la funcionalidad del analizador residird en el estudio de las estructuras ahorquilladas
de una secuencia y en el modelaje de la operacidén de extensién de horquilla. No obstante, la
definicidn no es completa si no otorgamos a nuestro analizador un contexto biolégico. En otras
palabras, en este punto es importante caracterizar qué fendmenos naturales o técnicas
implementadas ya existentes podriamos modelar.

Con la funcionalidad de estudio de la estructura, el analizador sera capaz de dar al investigador
diversos datos sobre la secuencia, tales como posibles sitios de recombinacién y la secuencia
de una horquilla, pero también sera posible estudiar, en caso de que sea adecuado, si la
secuencia a estudiar produce horquillas en sus extremos. En este sentido, si la secuencia en
cuestidon que se esta analizando es un cebador, la existencia de una horquilla en sus extremos
podria significar que en una PCR estos cebadores no dieran ninguna clase de amplificacion
(problema llamado back-hybridation).

Por otra parte, con la funcionalidad de modelaje, todavia no existe ninguna técnica
experimental disefiada para esta operacién, por lo que la busqueda de aplicaciones se
dificulta. Aunque existen modelos de computacion que estudian este tipo de operaciones con
secuencias genéticas, como la WPCR (Reif and Majmuder. 2008) y sus derivadas, como PWPCR,
mediada por PNAs, a nivel de laboratorio, la implementacién de una técnica que simule la
extensién de horquilla y su elongacién parece ser dificil debido a la inestabilidad de las
secuencias auto-horquilladas. No obstante, existen técnicas que parten de una secuencia dada
y mediante la utilizacién de cebadores externos, si que consiguen obtener una estructura auto-
horquillada estable y que pueda derivar en otra secuencia. Un ejemplo de la aplicabilidad de
estas técnicas se encuentra en las técnicas de amplificacion de DNA ajenas a la técnica de PCR.
El ejemplo mas claro es la LAMP, que tiene por productos unas estructuras con multiples
bucles y repeticiones invertidas.



Lo que se pretende con este analizador es obtener una primera aproximacidn que calcule la
evolucidn de la secuencia X a W mediante extensién de horquilla para asi poder modelar, en
un futuro, aplicando los principios de las técnicas de amplificacidn, evoluciones de las
estructuras ahorquilladas hacia otras con unas caracteristicas modificadas concretas que
mejoren las que ya tiene una secuencia, tales como duplicacién de sitios de unién, dominios
gue le confieran estabilidad o proteccién, o incluso para poder llegar a crear estructuras
interesantes para modelar nanoparticulas basadas en DNA.

Esta definicién, entendible desde el punto de vista bioldgico, no se puede considerar una
definicidon formal y sujeta a la teoria de lenguajes de la extension de horquilla, por lo que la
definicidn bajo este uUltimo punto de vista se describe a continuacion.

Definicidon formal de extension de horquilla

Sea V un alfabeto, para cualquier palabra w € V1, definimos el lenguaje de extensidon de
horquilla de w en funcién de k, denotada por HL; (w), para una k = 1, como sigue:

HLP,(w) = {8Rw|w = aBaRy,|a| =k a,B,y €V*ydesunprefijodey}
HLS,(w) = {W6R|W = yafaR,|a| =k a, B,y €V*y&esunsufijode y}

Con esta definicién, observamos que nuestro lenguaje estard formado a su vez por la unidn de
dos lenguajes diferentes, segln se produzca la horquilla desde un extremo o desde el otro.
Esto nos informa de que, aunque biolégicamente hablando las horquillas solo van a tener
sentido si la polimerasa puede extender en su direccion habitual, el algoritmo del lenguaje
estara preparado para identificar horquillas producidas en ambos extremos.

Para optimizar la identificacién de elementos, definimos ciertos simbolos que delimitan
fragmentos de la secuencia, como se puede ver en la figura 4 y que se explican a continuacion:

. aya_R, son las secuencias IR, sobre las cuales se asienta la horquilla. Las secuencias
delimitadas por estos simbolos son complementarias reversas (involucién y anti-
morfismo en la introduccidn).

e [3 es la secuencia que queda dentro de la horquilla y que es de cadena simple, sin
hibridar ninguna de sus bases.

e Yy es el resto de la secuencia que participa en el horquillado y que no pertenece a
ninguno de los simbolos anteriores.

e &R esla secuencia que se extenderd en el segundo paso del proceso. Esta cadena, por
definicidon serd un fragmento reverso complementario de un fragmento de longitud
cualquieraentre 1 < |6F%| < |y].

SRR NS YN N S Y

Figura 4: Elementos de la extension de horquilla. HLPk (w) (I1zq.) y HLSk (w) (Der.)

Ademads, es importante tener en cuenta que las cadenas a, 5, a®,y y k € V*, lo cual significa
gue estas cadenas no pueden estar vacias, es decir, que al menos deben contener un simbolo.
Esta equivalencia nos indica que en nuestro algoritmo dos bases adyacentes no podrian formar



una horquilla entre ellas, ya que la cadena [ estaria vacia, y que la horquilla no puede darse
entre secuencias IR del principio y del final de la secuencia. El algoritmo esta preparado para
este tipo de situaciones.

El otro concepto importante que se detalla es el de k, que se define como la longitud de la
horquilla. Nétese que la definicion opera en funcidn de k y que ésta serd definida por el
usuario. Se extiende pues el valor de k a cualquier valor, tal que HLy ., (w) € HL,(w), para
cualquierw € Vtyk > 1.

Por ultimo, la definicion de extensidn de horquilla extendida a lenguajes queda como:

HL W) = | ] HLe(w)

WEL

La version iterada de la extensidon de horquilla se define como:

HLY(w) = {(w}, HL} (W) = HL, (HLR(W)), HL; (W) = U HL(w)

nz0

LW = | L)

WEL

FLUJO DEL ALGORITMO

El analizador que presentamos tendra dos funcionalidades distintas. Por un lado, buscaremos
todas las secuencias ahorquilladas que podemos encontrar a lo largo de una secuencia
determinada y por otro lado, podremos calcular la distancia desde una secuencia a otra
mediante la operacidén de extension de horquilla y modelar dicha evolucién. A continuacién, en
la figura 5, se muestra un esquema general del proceso del algoritmo.

Reconocimiento de

secuencias pertenecientes s
Ilenguaje eMatrices
e Basada . |
*Matrices estructurales estrutl:turales Ps’,
en Psy Pp Pp', Csy Cp
. eFuncién eMatriz H calculadora
|Ong|tUd k Member(HL* (L)) y de distancia
Matriz M
Estudio de la estructura \ \_ Célculo de la distancia de

extension de horquilla

Figura 4: Representacion general del flujo de la herramienta
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ESTRUCTURAS AHORQUILLADAS

En esta primera aproximacién, se debe destacar que la finalidad de esta operacidn es definir la
estructura de la secuencia de una manera simple, bien para ver si el disefio de una secuencia
que quiere ser usada como cebador esta bien realizado o bien para definir si la molécula es
capaz de auto-horquillarse para servir como centro de unién para otras moléculas.

Nétese que nuestro algoritmo solo buscard una Unica horquilla a lo largo de la secuencia, es
decir, no contemplard la busqueda de pseudonudos o estructuras con multiples horquillas
entrelazadas, como los tRNAs, y dicha horquilla serd siempre de la longitud introducida por
comando.

Ademas, la definicidon de la estructura vendra determinada por la longitud de horquilla, es
decir, por el numero de bases que definen la complementariedad.

EXTENSION DE HORQUILLAS

La utilidad de este algoritmo residird en su eficiencia y, por tanto, al plantear el problema de la
extension de horquillas, pensar en una aproximacién que recorra nuestras secuencias objeto
de estudio varias veces para encontrar las reversas y reproducir su elongacién no tiene
sentido, por lo que habremos de estructurar los datos de una manera mas ordenada y sencilla.
En un primer momento se podria pensar que el esquema de trabajo deberia consistir en
buscar la complementariedad del extremo en la misma secuencia y posteriormente, gracias a
la definicion de la complementariedad, elongar las cadenas con sus correspondientes bases,
pero no hay que olvidar que la operacién que estamos definiendo no contempla la elongacion
de un numero de bases concreta, y ni tan solo que el nimero de bases comprendidas en la
elongacion haya de ser el mismo en cada iteracidn, sino que este nimero puede variar en cada
paso, de ahi la originalidad en el estudio de esta operacién. Por tanto, si tomaramos esta
estrategia, la cadena se tendria que recorrer varias veces, elongando cada vez un nimero de
bases distinta hasta comprender todas las posibilidades, estableciendo asi ciertos problemas
en cuestiones de computacién, haciéndola lenta y poco eficiente, por lo que la estructuracion
de los datos debe hacerse de manera sencilla y a la vez fiable, con el fin de rebajar esta tasa
polindmica del algoritmo y hacerlo computable en términos de eficiencia.

En este proyecto, exploramos una via de estructuracion de datos distinta, denominada
algoritmica matricial, y consistente en la utilizacion de matrices, en las cuales cada posicion
representara un indice de la secuencia determinado, es decir, la posicidon en que se encuentre
un nucledtido determinado que nos pueda interesar por diversas razones, como por ser la
posiciéon donde empiece o termine la complementariedad para formar la horquilla, o por ser el
final o el principio de la elongacién que se produce en cada iteracidn. Asi, la cadena se tendra
que recorrer Unicamente al principio de la estrategia, establecera los indices y calculara la
distancia.

Ndtese que el algoritmo debe estar preparado para producir una operacién hacia ambos lados
de la secuencia, aunque biolégicamente ha quedado remarcado que la extensién de horquillas
dependerd de la direccionalidad de la polimerasa, y que, por tanto, sera necesaria la utilizacién
de dos matrices, una por cada extremo. De esta forma, los indices tendran una funcionalidad
recursiva y en pasos posteriores podremos realizar la implementacién basandonos en ellos, sin
necesidad de ir recorriendo la cadena, es decir, simplemente realizando una comparacién de
indices, cosa que computacionalmente hablando nos otorga mayor eficiencia.
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RECONOCIMIENTO DE SECUENCIAS PERTENECIENTES AL LENGUAIJE

MATRICES ESTRUCTURALES PRIMARIAS

El primer objetivo por tanto, de nuestra estrategia sera disefiar dos matrices directrices que
guien el algoritmo hasta obtener el resultado de la distancia. Al hablar de estructuras
ahorquilladas y extension de horquillas, el primer paso debe ser siempre la busqueda de
estructuras complementarias, a partir de las cuales se obtiene nuestra horquilla. Por eso, el
algoritmo recorrerd todas las palabras de longitud de horquilla k, que estad definida por el
usuario y buscard sus complementarias reversas tanto a su izquierda como a su derecha, y
almacenara los indices donde empiecen y acaben estas ocurrencias.

Estas matrices, una por cada extremo de la secuencia, nos ayudaran a obtener las secuencias
qgue pertenecen a nuestro lenguaje HL *(L) y a calcular la distancia final. Las definimos como
dos matrices Ps y Pp triangulares superiores de dimensiones n x n, siendo n la longitud de la
secuencia final w. Las entradas de la matriz serdn nimeros naturales con el siguiente
significado:

- PsJi][j] almacena la posicion en la cual empieza la ocurrencia mas a la derecha
de WR en el fragmento w[1..i-1]. Por defecto, asumimos que Ps[1][j] = 0
para toda j< n, ya que el fragmento w([1..i-1] en este caso no existe, y Ps[i][j] =0
para toda i<j<n, ya que en este caso solo nos interesa una direccion de la
cadena, de izquierda a derecha. No se analiza el otro sentido.

- Pplil[j] almacena la posicién en la cual empieza la ocurrencia mas a la izquierda

de w[i][J]® en el fragmento w[j + 1..n]. Por defecto, asumimos que Pp[il[n] =0
para toda i < n, ya que el fragmento w[j + 1..n] en este caso no existe, y Ppl[il[j]
= 0 para toda j<i<n, ya que en este caso solo nos interesa una direccién de la
cadena, de izquierda a derecha. No se analiza el otro sentido.

Cabe destacar que el algoritmo estd disefiado en este caso para reconocer solamente la
ocurrencia mas a la derecha del fragmento w[1..i-1] y la mas a la izquierda del fragmento
w[j+1..n], es decir, en el caso de que haya mas de una ocurrencia del fragmento wfli..j] en
cualquiera de los extremos el algoritmo solo produciria elongacion a partir de las ocurrencias
acabadas de definir. Este hecho ocurre porque en una matriz solamente se puede almacenar
una posiciéon. Una posible solucion a este problema, que no se ha implementado en el
analizador, seria la de crear una matriz estructural por cada ocurrencia.

Para llenar la matriz recurriremos a las siguientes ecuaciones:

Ps[i]lj]1 = i = LOpy s nywira=Rl/ — i + 1] para todo iy j talesquen > j = i > 1
Pplillj] = j + LOga R wij+1.ml/ — i + 1 paratodo iy j tales quen >j =i >1

Asi, i y j representan los indices a partir de los cuales vamos a buscar las ocurrencias, por lo
que son el primer factor a tener en cuenta. El siguiente implicado es el indice LO,, (Leftmost
Ocurrence), definido como:

t,sila LO de x[1..y]len w se encuentraenw(t —y + 1..t]

LOxwlyl = { 0,si x[1..y] no aparece en w
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Los términos LO de esta definicion pertenecen a un algoritmo de busqueda de patrones de una
cadena en otra en tiempo lineal O(|x| + |w|) denominado algoritmo KMP (Cormen et al.
1990). Segun la definicion, la manera de usar el algoritmo involucra tres elementos principales:
X, wy el indicey.

Respecto a las secuencias x, es decir, las secuencias que se buscaran en w, nuestro algoritmo
las define para cada matriz como segmentos de la secuencia que se buscan o bien en el
fragmento anterior o bien en el posterior. Notese que en Ps se busca la secuencia natural
mientras que en Pp se busca la secuencia complementaria reversa para asi cumplir con lo
establecido en el algoritmo KMP, es decir, de lo que se trata es de buscar la LO con las
condiciones del algoritmo, y Unicamente de esta manera se cumplen.

Las secuencias w son los fragmentos de secuencia donde buscaremos las x y se corresponden
con los fragmentos anteriores y posteriores al fragmento que se esté estudiando.

Por ultimo, el indice y es una longitud de cadena. Esta longitud corresponde con la longitud
qgue tomaremos de x, y se fija a través de los valores i y j del segmento que queremos estudiar.
Asi, si estamos estudiando el fragmento wli..j] = w[5..7], deberemos definir una |w[i..j]| = 3,
y asi para todas las posibles longitudes, por lo que de una manera general, la expresion para
calcularyserdy =j —i+ 1.

Asi pues, para el calculo de Ps y Pp tomaremos un segmento de secuencia definido porivy j,
buscaremos su LO a ambos extremos, realizando las operaciones complementarias y reversas
necesarias y almacenaremos la posicién correspondiente, todo ello mediante un algoritmo
eficiente que realizara la operacion en un tiempo lineal.

A continuacidn se muestra el algoritmo que calcula Ps y Pp en la figura 5.

Algorithm 1 Computelfat(w): returns the values of the two matrices

I: for i =2 to n do
2: Compute L)

I.|.'|L...IL|.I.|.III...I—|.|H:
3: end for

4: for j=1ton=1do
5

Compute Lf}mn_m“ inl

fi: end for
7: fori=11ton do

8: for j =1 to n do

9. ifi=1o0rj<ithen

1) Fililil =0

11: else

12: .I:Iﬁl'!] L||-] = I- -— L(ju-[a..r.].mn["j — !- + J.]
13: end if

14: if 7=norj<ithen

15: wlEllfl =0

16 else

17 wlillf] = 4 + L(j_u-[l.._r]ﬁ.u-bi- l..rll[j —i+ 1]
15: end if

19: end for

2 end for

21: Return the pair of matrices (P, Pp)

Figura 5: Algoritmo calculador de las matrices estructurales primarias
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MATRIZ M IDENTIFICADORA DE SECUENCIAS

Una vez calculadas las matrices estructurales, el siguiente paso de nuestra estrategia consistira
en determinar si la palabra que estamos analizando pertenece o no a nuestro lenguaje
HL} (L). El algoritmo implementado con esta funcidon es capaz de computar una matriz de
dimensiones n x n con entradas binarias definidas por la expresion M[i][j] = (w[i..j] €
HL} (L)), lo cual significa que la posicién M[i][j] tiene el mismo valor I6gico o valor real que la
expresion wli..j] € HL} (L). La computacion de la matriz M estd basada en una aproximacion
dindmica. Inicialmente, para todo i,j €{1,..,n}, estableceremos una
M[i][j] = 1siwl[i..j] € L y una M[i][j] = 0 si w[i..j] & L. En este punto, la Unica posicién
que podremos establecer como M[i][j] = 1 sera aquella en la que se encuentre la palabra x,
gue es la Unica palabra que conocemos y que puede formar parte del lenguaje. Ademas, esta
palabra x nos ayudara a iniciar el calculo de la matriz. El algoritmo en este punto esta
preparado para buscar todas las ocurrencias de x en w, pero solo nos informara de la distancia
a partir de la ocurrencia que sea capaz de transformarse en w a través de la operacion de
extensién de horquilla. Siguiendo con la computacién, analizaremos todos los segmentos de w
en orden creciente de longitud. En definitiva lo que vamos a conseguir con esta matriz es
obtener todas aquellas palabras que sean de la forma definida anteriormente (ap. “Extension
de horquilla”), es decir, que pertenezcan a HLS, (w) o bien a HLP, (w). No obstante, con esto
no es suficiente, sino que también debemos tener en cuenta que lo que buscamos no son
palabras de esta forma sin mas, sino que ademas buscamos que se formen a partir de x o sus
derivadas de los eventos de extension de horquilla (el término derivacién se definira en el
apartado siguiente de manera formal) por lo que este hecho también debera ser
implementado en el analizador.

Siguiendo con el hecho de que deberemos identificar una forma concreta de secuencia que
pertenezca a nuestro lenguaje, podemos ir un paso mas alld y asegurar que un segmento de w
puede ser obtenido por extensién de horquilla iterada definida por una longitud k si una de las
siguientes condiciones se satisface:

- Existe un indice s tal que i + 2k + 2 < s <j tal que w[i..s] € HL, (L) y wli..j] €
HLS, (wli..s])

- Existe un indice t tal que i <t <j— 2k — 2 tal que w[t..j] € HL, (L) y w[i..j] €
HLP, (w[t..j])

Como vemos, las ecuaciones nos indican que debemos buscar sub-segmentos del fragmento
wli..j], definidos por s y por t y que pertenezcan al lenguaje, es decir, que sea de cualquiera de
las formas definidas anteriormente (ap. Definicion formal de extension de horquilla).

En cuestidn de computacién por tanto, deberemos buscar una serie de igualdades que nos
permitan implementar correctamente la matriz. Después de obtener las matrices
estructurales, podemos concluir que la matriz M en la posicion M[i][j] = 1 siempre que se
cumplan una de las siguientes condiciones:

wli..j] €L
En este caso, solo la palabra x se puede asegurar como perteneciente al lenguaje, ya que es a

partir de la cual empezaremos el calculo. Todas las palabras intermedias hasta llegar a w seran
mayores en longitud que la palabra x.
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Existe un indice s tal quei < s < j,

MJil[s] = 1y w[s — k + 1..j]es un segmento de w[i..s — k]|?

En este caso, nuestra busqueda se centra en un indice s, intermedio del fragmento estudiado,
que delimite una secuencia teniendo en cuenta la longitud de horquilla y que la secuencia
complementaria reversa de la secuencia definida se encuentre posterior al primer indice del
fragmento (indice i). En otras palabras calcularemos si se cumple la siguiente relacidn
Ps[s — k + 1][j] = iy si se cumple, la matriz sera igual a 1.

Existe unindicet talquei <t <},
M[t][j1 = 1y wl[i..t + k — 1]es un segmento de w[i..t + k]®

En este caso, nuestra busqueda se centra en un indice t, intermedio del fragmento estudiado,
que delimite una secuencia teniendo en cuenta la longitud de horquilla y que la secuencia
complementaria reversa de la secuencia definida se encuentre anterior al segundo indice del
fragmento (indice j). En otras palabras calcularemos si se cumple la siguiente relacién
Ppli][t + k — 1] = j y si se cumple, la matriz serd igual a 1.

Para entender las inecuaciones anteriores hay que conocer el significado de s y t, que no son
mas que indices intermedios de wfli..j] en los cuales sabemos que o bien w[i..s] o wlt..j]
pertenecen al lenguaje. Asi, con la introduccion de un array que varie cada vez que
encontremos una palabra que pertenezca al lenguaje, haremos que las igualdades M[i][s] =1y
M[t][j] = 1 se cumplan y solo nos tengamos que preocupar por el fragmento complementario.
La primera palabra que hara cambiar los indices sera la palabra x.

A continuacidon se muestra el algoritmo que establece los valores de M y que decide si la
cadenaw € HL} (L) en la figura 6.

Algorithm 2 Membery g (w): returns the truth value of w e HL; (L)

1: Initialize matriz M- if wli. j] € L set M[i][j] = 1. otherwise set M[{][j] =0
2 (P, f“},:l = Compute Mat{w):

3: Initialize arrays r and [;

4: for len=1 to n do
a: fori=1lton—=Ilen+1 do

fi: J=t+len—1;

T if M[i][f] =0 and r[i] # 0 and B [r[i] = k + 1][i] = i then
8: Ml =1

0 end if

Lk if M[E][7] =0 and i] # 0 and FPu[i][{[i] + k=1] £ j then
11: MLl =1;

12 end 1f

13: it M[i][j] =1 then

14: vli] = j and I[§] =i

15: end if

L end for

17: end for

18: Return true if M[1][n] = 1 or false otherwise.

Figura 6: Algoritmo calculador de la matriz M
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CALCULO DE LA DISTANCIA DE EXTENSION DE HORQUILLA

Como ya se ha definido anteriormente, la distancia entre dos palabras x y w se define como el
numero minimo de pasos de extension de horquilla, p, necesarios para que w sea obtenida de
Xx. De una manera mas formal, la distancia de extension de horquilla, denotada como

HLD(x,w), quedaria como:
min x € HLP o bien y e HL? (x) },
HLD(x w) {pl pk(y) ien y ",f )}
cosi x ¢ HL,(y) obien'y & HL,(x)

MATRICES ESTRUCTURALES SECUNDARIAS

El primer paso por tanto, sera el de definir un concepto llamado derivacién en el contexto de la
extensién de horquilla. Decimos que la secuencia x deriva a la secuencia w, y lo denotamos
como x > w, siy solo siw € HL,(x), es decir, si w puede formarse a partir de x mediante la
operacion de extensién de horquilla. Si x es un segmento de w, w € HL,(x), y w es de
longitud n, definimos la mdxima derivacion de w a partir de x como la secuencia de un nimero
p de pasos de derivacion wy = wy — -+ = w,,, donde:
- Wp =Xy W, =Wy W; como pasos intermedios
- Para cualquier i, con p > i =0, las secuencias en cada paso de derivacion estan
representadas o bien como w; = w(s; t;] ¥y wiy1 = W[s;..t;41], donde t;,, es el valor
maximo de t tal que,w[s;..t] € HLS, (w[s;..t;]), o bien como w; = w(s; t;1 y wiy1 =
W[Si41.-t;], donde s;;, es el valor minimo de s tal que, w[s..t;] € HLS,(W[s;..t;]).
En otras palabras, estas ecuaciones definen cdmo encontrar las elongaciones por un
extremo y por otro producidas en cada paso de derivacion.

En el caso de que p = 1, la derivacién x — w seria la maxima derivaciéon de w a partir de x.
Vamos a asumir pues para continuar con la definicidn que p > 1. Esto equivale a establecer que
parap — 1 > i = 0, en cada paso de derivacién tendremos uno de los siguientes casos:

- W o Wi, Wi = W[sp . ti], Winq = W[Sip1.. tiz1] y existe un valor t';,, >
ti1 tal que,w(s;..t ;41| € HLS, (W;)

- W O Wip, W = W[si.. t], Wisqy = W[Siq.. tis1] ¥ existeun valor s ;14 <
Si+1 tal que,w[s’;1..t;] € HLS; (w;)

En otras palabras, sin perder la generalidad, se puede asegurar que en cada paso de derivacidon
existird un indice a un extremo u otro de la secuencia hasta el cual se producira la elongacidn.
La existencia de estos indices en cada iteracidon hard que la matriz se pueda ir recorriendo de
manera sistematica con ayuda de las matrices estructurales de la primera parte del algoritmo y
se pueda almacenar sus indices mdximos y minimos. Esta accidn se realizard mediante las
matrices estructurales Cp y Cs, que se definen de la siguiente forma:

- Cslillj1 = t,siysolosiwli..t] € HLSk (w[i..j]) y W[i. : t'] ¢
HLS, (wl[i..j])para todos los indices t'tales quen >t >t

- Cplilljl = s,siysolosiwls..j] € HLPk (w[i..j]) y w[s'..j] ¢
HLPk (w[i..j])para todos los indices s'tales que 1 <s <s
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No obstante, para calcular estas matrices son necesarias en primer lugar, otras que nos
indiquen cuales son tanto los maximos valores de t como los minimos de s. Estas matrices
seran P’s y P’p, que se definen como:

P[] = max{t | j < t < n,B[j][t] = i}
P [i1[j1 = min{s | 1 < s < i, By[s][i] = j}

En otras palabras, lo que buscaremos aqui es, con ayuda de las matrices estructurales Ps y Pp,
las maximas elongaciones posibles de cada segmento de w tanto a un extremo como a otro.
Nétese que si no se cumpliera la igualdad en las matrices estructurales Ps y Pp en una posicion,
la matriz en dicha posicién tendria un valor de 0.

Una vez obtenidos estos valores maximos y minimos, ya podemos inicializar las matrices Cs y
Cp, que se llenaran de la siguiente forma:

Cs[i]lj1 = 0 for i > jor j = n,y C[il[j] = max{P;[i][j], Cs[i + 1][/1}
Colillj1 = 0 fori > jori =1,y C,lillj] = max{B,[i1[j1, C, [{][j — 11}

Los valores triviales siguen las mismas suposiciones que en las matrices Ps y Pp, ya que no
existe elongacién mas alla del indice 1 o n, y el funcionamiento a la hora de calcular la matriz
trabaja de la misma manera que la matriz M, es decir, se llenan primero las palabras mas
pequefias y se va aumentando de tamanio, y de izquierda a derecha. En este caso, los valores
de las matrices C corresponderdn a los valores de cada paso de derivacién posible. Se
calcularan de manera sistematica y no sera necesario recorrer las secuencias varias veces.

MATRIZ H CALCULADORA DE LA DISTANCIA

Finalmente, tras calcular las matrices estructurales Cs y Cp, podemos computar la distancia de
extensién de horquilla definida por la longitud de horquilla k entre x y w. La estrategia que
usaremos es una mezcla de programacion dindmica y estrategia voraz (en inglés, greedy
strategy, buscadora del 6ptimo). Analizaremos de nuevo en orden creciente de longitud
(programacion dinamica), todos los segmentos de w y construiremos para cada uno de ellos
los segmentos de w que pueden ser derivados de ellos extendiéndolos tanto como sea posible
usando la operacidn de extensidén de horquilla, como haciamos en cada paso de una derivacion
maxima de x a w, buscdbamos la madxima elongaciéon posible y la almacendabamos
(programacién optimizada). Al mismo tiempo, contaremos para cada una de las palabras
construidas el minimo ndimero de pasos de derivacion necesarios para obtener dicho
segmento a partir de x (es decir, la maxima derivacion de x =2 wl[i..j]) , y almacenaremos estos
valores en una matriz de n x n llamada matriz H. De esta forma, la matriz H[i][j] almacenar, al
final de la computacioén, el valor de HLD; (x, wli..j]). Si sustituimos i y j por 1 y n (indices
relacionados con la secuencia w completa) obtendremos la méaxima derivacién de x 2 w. No
obstante, esta derivacién maxima no puede calcularse directamente, sino que recurrimos,
como hemos contado a la programacién dindamica.

Por definicidn, inicialmente, establecemos un valor de o a todos los indices i y j comprendidos

entre 1y n, y establecemos una H(i][j] = 0, si wli..j] = x. Ademas, para un par de indices iy j, con
i<jyj—1i+1> 2k, establecemos:

Hi][Cs[ilj — k + 1]] = min{H[i][Cs[il[j — k + 11], 1 + H[i1[j1}, if Cs[ilj — k + 1] # 0,
H[Cpli + k — 11[j1][j] = min{H[Cp[i + k — 11[j1][], 1 + H[[1}, if Cpli + k — 1][j] # 0.
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Por tanto, para cada segmento w(s..t] de w, verificamos todas las formas posibles en que este
segmento puede ser derivado de otro segmento de la secuencia aplicando las reglas de
maxima derivacién de w a partir de x. Cuando estemos buscando una derivacién wli..j] —
w[s..t], ya habremos computado HIi][j], y por lo tanto podremos actualizar si es necesario el
valor de H[s][t]. Ademas, las relaciones anteriores llevan a la correcta computacién de los
valores de la matriz y a la distancia HLD, (x,w), que se almacenara en la Ultima posicion
analizada, es decir, H[1][n].

A continuacidén, se muestra el algoritmo que calcula la matriz H en la figura 7.

Algorithm 3 HLDy(x, w): returns HLDy(x w) (2k +1 < |z| < |w)

1: Initialize array H;

2: Compute matrices Cs and Cly;

3 for l =2k ton do

4: fori=lton=1[+41do

i J=i4l=1;

[id if CLe][f =k + 1] #0 then

T H[i]|[Cs[d][§ = & + 1]] = min{ H[i][Cs[e][7 = & + 1]]. L + H[{][1]}
8: end 1f

0 if Cpli+ k= 1][f] # 0 then

Lk H[Ca[i 4+ k = 1][{]][i] = min{ H[Cp[t + & = 1][F]][7]. 1 + H[][i]}
11: end if

12: end for

13: end for

14: Heturn H[I][H]

Figura 7: Algoritmo calculador de la matriz H
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MODO DE USO DE LA HERRAMIENTA

Para finalizar este apartado, se muestra el desarrollo de una prueba de ejecucién de la
herramienta en un IDLE Python 3.4 (64 bit), visualizable en la figura 8.

Python 3.4.3 5 )

File Edit Shell Debug Options Window Help

o T o e e R R ] 1= F s e e
e RESTART
Frr

Introduce your final sequence: aatatatt

Introduce your initial seguence: aatatat

Define hairpin length: 2

La matriz estructural primaria PS5 es:

(¢, ¢, o, o0, 0, 0, o, 01, [O, O, O, O, O, O, 0O, O]
4, ¢, o2, &, 11, [0, O, O, O, O, O, O, &]]

La matriz estructural primaria PP es:

[[3! '31 '31 '31 0! Ol 0! 0]! lot 3! 51 F"l Or 0! Ol 0]
2, ¢, o, o0, 0], (O, O, O, O, O, O, O, O]]

La matriz para el estudioc de estructuras ahorguill:s
[["Prefix', 'Complementary', "Hairpin sedquence', 'C
‘aa', 'ta', '', 'ta', 'tc']l, ['aac', 'ac', """, tat’
La matriz M reconocedora de secuencias pertenecient
(%, ¢, ¢, 0, 0, o, 1, 11, [9, O, O, O, O, O, T, 1]
2, ¢, 9, o0, 01, [9, O, O, O, O, O, O, O]]

El resultado de la matriz M ez 1, por lo gue el alc

La matriz escructural secuendaria P5P es:
[[Ol Ot Ol Ot '31 '31 '31 0]1 [Or Ol 31 5! ?t Or Ol 0]
2, ¢, o, o0, 0], (O, O, O, O, O, O, O, O]]
La matriz estructural secuendaria PFP es:
(¢, o, 1, o, 0, 9, o, 01, [9, O, 2, O, O, O, 0, 1]
d, ¢, o, 0, 01, [O, O, O, O, O, O, O, O]]
La matriz estcructural secuendaria C5 es:
(¢, ¢, 3, 5, 8, 8, 8, 01, [D, O, 3, 5, 7, 7, 7, O]
J, o9, 9, o, 01, [0, O, O, O, O, O, O, O]]
La matriz estcructural secuendaria CP es:
(¢, ¢, ¢, o, 0, 0, o, 01, [O, O, O, O, O, O, O, O]
2, ¢, o, o0, 0], (O, O, O, O, O, O, O, O]]

La distancia HLDk(x, w) es:
1
3
Figura 8: Resultados en consola tras prueba de ejecucion.

Como se puede observar, la herramienta es de uso sencillo y los Unicos pardmetros que el usuario ha de
introducir son los correspondientes a las dos secuencias sobre las que se calculard la operacién de
extension de horquilla y la longitud de dicha horquilla.
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ORESULTADOS Y DISCUSION

Una vez desarrolladas tanto la base matemadtica del algoritmo como su implementacion, el
siguiente paso serd desarrollar un informe que muestre de una manera sencilla los resultados
de nuestro analizador. Para esta tarea, se ha optado por escribir los resultados en un archivo
de extension .html, con la ayuda del médulo externo de Python HTML.py (accesible también
bajo demanda junto con la herramienta), que formatea de una manera sencilla algoritmos
realizados en python que tienen como resultados matrices, tablas o listas para devolverlas de
una forma visual y entendible.

RESULTADOS DEL ANALIZADOR

Asi, para una estructura dada, después del testado de la herramienta, los resultados obtenidos
tienen la siguiente forma:

Hairpin Structures & Lengthening Results Report

The found hairpin structures among the sequence are:

Prefix | Complementary | Hairpin sequence | Complementary | Sufix

[ gota gattc tacc
cg giag att ctac [
cgg taga t tcta cc

The results of the hairpin lengthening operation are:

Sequence X | Sequence W | Hairpin length | Hairpin distance (HLDlk(x 7))
cggtagattctac | cggtagattetace 4 1

Figura 9: Resultados obtenidos tras prueba de ejecucidn del analizador

Como podemos observar, los resultados tienen dos partes diferenciadas. En la primera,
nuestro algoritmo devuelve una tabla que contiene las diferentes secuencias ahorquilladas que
podemos obtener de nuestra secuencia W fragmentadas segun el tipo de estructura. Las
columnas “Complementary” muestran las secuencias de longitud k que pueden hibridarse y
que definen la horquilla, la columna “Hairpin sequence” indica la secuencia en cadena simple
formada por la hibridacién de los fragmentos complementarios y las columnas “Prefix” y
“Sufix” contienen las cadenas a ambos extremos de las cadenas complementarias. Cabe
destacar que, como habiamos comentado en apartados anteriores, la herramienta encuentra
horquillas simples, producidas tanto por hibridacién de los extremos como por hibridacion de
secuencias intermedias. En |la segunda parte del archivo obtenemos también una tabla con los
datos introducidos para X, W y k y la distancia calculada para la distancia entre ambas
secuencias.

USO DE BASES DE DATOS DE ESTRUCTURAS AHORQUILLADAS
Esta parte del proyecto se desarrolld, aunque no era el objetivo primordial, con el fin de
desarrollar una aplicacion practica al analizador, que otorgara unos resultados utiles al usuario,

mas alla de la visualizacién de secuencias. De esta visualizacion se pueden obtener resultados
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interesantes si se busca una secuencia en concreto o si se quiere ver si una pequefia regién
concreta pueda estar siendo modificada estructural o funcionalmente por una horquilla, pero
esta utilidad no estd contrastada y queda incompleta. En este sentido, cuando se estudian
estructuras y motivos proteicos en una secuencia de nucledtidos, la base de datos mas usada
es la Protein Data Bank (PDB) (Sussman et al. 1998). Asi, la busqueda de identificadores de esta
base de datos si que podria dar al usuario una informacién mas veraz. No obstante, esta
busqueda en la base de datos PDB no es directa en nuestro caso, sino que lo que nos interesa
encontrar son secuencias que contengan complementariedades del tipo horquilla. Por lo tanto,
en lugar de dirigirnos a la PDB nos deberiamos centrar en primer lugar en buscar estas
estructuras ahorquilladas.

En nuestro caso, hemos optado por la RNA CoSSMos Database (Vanegas et al. 2012), una base
de datos de caracterizacidon de estructuras y motivos secundarios en secuencias de RNA. La
busqueda de una horquilla en esta base de datos se muestra en la figura 10.

RNA CoSSMos Search

General Parameters:

PDEB ID: Ay
Author Ay
Keywords @3 Ay

Expermental Parameters:
+ X-Ray Diffraction 0.01 to = Angstroms
1

+ Muclear Magnetic Rescnance to = structures in ensemble
# Cryo-Electron Microscopy
Motifs:
- .
atmmfgg:plsntemal Asymmetric Intemal Loops Hairpin Loops Bulge Loops
121 122 x4 3 1
e 1x3 e 4 v 2
I3 x4 2xd =1 3
dxd 1x5 I 6w 4
S5x3 23 4x5 7 5
All motifs
Nucleic Acid Sequence:
Opening . Closing
Nucleofide Motif Sequence Nucleofide
510 3" M ¥ GUAG M T
3'to 5% M ¥ M T
Save search:
-

Figura 10: Pagina de busqueda RNA CoSSMos Database

Como podemos observar en la figura, para conseguir una horquilla deberemos introducirla
Unicamente en el sentido 5’-> 3’ y en formato RNA y también introduciremos la longitud de la
horquilla. La base de datos nos calcula también todas las posibilidades para los nucledtidos de
los extremos de la secuencia introducida. Una vez realizada la busqueda, obtenemos los
siguientes resultados mostrados en la figura 11.
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Search Results

Remns
Search

Nucleic Acid Type Description Mot Sequence Detailed Resuls
SIGNALINGPROTEINRNA  CRYSTAL STRUCTURE OF THE $RP10-7S.8S... UGUAGG Detailed resuts
LIGASERNA THE CRYSTAL STRUCTURE OF LEUCYL-TR... CGUAGG Detailed resuts
LIGASERNA THE CRYSTAL STRUCTURE OF LEUCYL-TR CGUAGG Delailed resuts
RIBONUCLEICACID  CRYSTAL STRUCTURE OF 7.5 SRPRNAOF .. UGUAGG Detailed resus
TRANSFERASERNA  COMPLETERNA POLYMERASE LRNAINHL... GGUAGC Detailed resuts
SIGNALINGPROTEIN  CRYSTAL STRUCTURE OF THE SRPS4-SRP19 UGUAGG Delailed resuts
2 SIGNALINGPROTEIN  CRYSTAL STRUCTURE OF THE SRP34-SRP1S... UGUAGG Detaled resus
- INDE  SIGNALINGPROTEINRNA CRYSTAL STRUCTUREOF A SIGNAL SEQUE... UGUAGG Detalled results a
4XCO RNABINDING PROTEIN  SIGNAL-SEQUENCE INDUCED CONFORMA UGUAGG Detalled resus
4XCO RNABINDING PROTEIN  SIGNAL-SEQUENCE INDUCED CONFORMA... UGUAGG Detaled resuts

Previous 30 Results Results Page 1/1 Next 30 Results

Figurall: Resultados de la busqueda RNA CoSSMos Database

Las diferentes entradas para nuestra horquilla son listadas y descritas. Ademas, la base de
datos nos devuelve un identificador en PDB para la secuencia en cuestion, que nos dirige a
toda la informacién acerca de la secuencia, ilustrada en la figura 12.

RCSB PDB  Deposit - Search~ Visualize ~ Analyze ~ Download -~ Leam ~ More ~

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment Literature
Biological Assembly 1 @ | JeEREMSER ® Download Files ~

Crystal Structure of the SRP19-75.8 SRP RNA Complex of M. jannaschii
DOI- 10.2210/pdbiing/pdb  NDB: PROOT3

(TR AF] 1 1¥)

Classification: SIGNALING PROTEIN / RNA
Deposited: 2002-05-02 Released' 2002-06-07
Deposition author(s): Hainzl, T.. Huang, S.. Sauer-Eriksson, A.E.

QOrganism: Meth | s
Expression System: Escherichia coli
Biology Kn g 1LNG (>16 annotations)
Experimental Data Snapshot wwPDB Validation Full Report
Method' X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks. Value

o Resolution” 2.3 A Clashscore — 7
ce R-Value Free: 0.273 Ramachandran outliers I o
R-Value Work: 0.224 Sidechain outliers W 13.8%
& View in 3D: JSmol or PV (in Browser) RNA backbone IS W .44

o

Standalone Viewers

Figura 12: Representacion de una pagina de busqueda en Protein Data Bank (PDB)

Esta base de datos nos permite que nuestro analizador tenga una utilidad afiadida que otorgue
valor y sentido bioldgico a nuestros datos a través del contraste de informacion. Cabe destacar
en este punto, que las bases de datos de estructuras ahorquilladas son, aunque existentes,
relativamente escasas en entradas, y que no todas las estructuras ahorquilladas pueden
encontrarse en ellas.
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OOCONCLUSION Y  PERSPECTIVAS DE
TRABAIJO

Una vez obtenidos los resultados del analizador, podemos concluir que nuestra herramienta
cumple con los objetivos del proyecto en tanto que nos otorga informacién sobre las
estructuras ahorquilladas de nuestra secuencia y nos calcula el nUmero minimo de iteraciones
de la operacién de extensién de horquilla sobre X para obtener W, es decir, la distancia entre
ambas secuencias. Ademas, gracias al sistema de computacion, a la eficiencia de los algoritmos
y a la base matemadtica en que se apoya la investigacion, podemos concluir que el tiempo
maximo del algoritmo es de O((|x|, [w|)?) (Manea F. 2010).

Si bien en el proyecto definimos una potencial aplicacion para nuestro analizador, el objetivo
principal del proyecto es el disefio e implementacidén de la operacidn iterada de extension de
horquilla. De esta manera, después de la construccion de la herramienta, los retos futuros de
la investigacién de este tipo de operaciones en secuencias bioldgicas deberian consistir en la
adaptacion de la herramienta a técnicas que, aunque no siguen de manera exacta el
procedimiento de nuestro analizador, si que obtienen un resultado similar.

El primer ejemplo de este tipo de operaciones son las técnicas de amplificacion de DNA que se
basan en estructuras auto-horquilladas y la introduccion de cebadores externos. En este
sentido, aprovechando la eficiencia de nuestro algoritmo podrian introducirse estos cebadores
y modelar (como paso previo a la experimentacion) la estructura resultante mediante la
elongacion de los mismos. Los cebadores actuarian como secuencia complementaria y de esta
manera podriamos hacer que la longitud de horquilla fuese diferente en cada iteracién, lo cual
supondria otra mejora y el aumento del numero de resultados posibles. En segundo lugar, la
herramienta podria tener una estrecha relacion con la filogenia. En este sentido, el
conocimiento de los procesos de formacidon y extensién de horquillas mediante modelos
matemadticos sirve de base para un enfoque diferente a la hora de estudiar la evolucion
molecular, es decir, de entidades moleculares concretas. No obstante, para que esta opcion
resultara atil, no bastaria con el simple hecho de que la existencia de una horquilla produjera
la evolucidon de la secuencia, sino que nuestra herramienta formaria parte de una herramienta
mas grande que tuviera en cuenta mutaciones, repeticiones en tdndem y otros elementos que
pudieran estar implicados en dicha evolucién.

En resumen, nuestro analizador estd preparado para otorgar una respuesta a la hipotesis de
gue una secuencia puede convertirse en otra a través de iterados pasos de extension de
horquilla, pero en este momento, los resultados no pueden llegar a considerarse explicativos,
ya que deberian ser complementados con otro tipo de herramienta y comparados con algun
modelo experimental especifico de la operacidn que, a dia de hoy, no existe.
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