PROMOTER SIMILARITY

MIRIAM SUBIRATS

NEUS XIVILLE






Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors genics

€ amb aplicaci6 a diferents espécies

dro&m

Agraiments

Volem agrair la col-laboracié de totes aquelles persones que han fet possible la realitzacio

d’aquesta projecte.

En primer lloc als directors del projecte. Al Dr. Xavier Messeguer i Peypoch, tutor d’aquest,
que va brindar-nos la possibilitat de realitzar un projecte de bioinformatica, orientat a la
investigacié. També li volem agrair el suport ofert al llarg de la realitzacié del mateix. A
Doménec Farré per ajudar-nos en tot el que ha estat al seu abast, tant en explicacions
biologiques, com en entrebancs de programacio que ens han sorgit en el transcurs del projecte,

com pels seus valuosos comentaris, revisions i suport al llarg de tot aquest temps.

A Jose Marcos Loépez Caravaca, integrant del Laboratori de Calcul de la Facultat, per la seva

col-laboracié i disposicid en tot el que fa referéncia al dia a dia del projecte.

A Agusti Costa, Lluis Sintes, Anna Montraveta, Jordi Munmany, Patricia Cardona, Pilar
Cortada, i a la familia de cadascuna de les integrants, pel seu amor i suport incondicional i

continu.

I a tots aquells que d’una manera o altra ens han ajudat, encara que el seu nom no figuri de

forma explicita en aquestes linies; I’ajut de qualsevol sempre és benvingut.

3 Miriam Subirats



“SroSm

»

Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors génics
amb aplicacié a diferents espécies

Miriam Subirats



ProSm

Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors génics
amb aplicacio a diferents espécies

2
INDEX

1. INTRODUCCIO

1.1. MOTIVACIO DEL PROJECTE ..o 7
1.2, ESTRUCTURA DEL PROJECTE.........ccoovrvrrrrnrrnnrrrrrrrrrnrrrrerereeeereneene 7
1.3.  ESTRUCTURA DE LA MEMORIA ... 8

2. CONTEXT BIOLOGIC

2.1. ACID DESOXIRRIBONUCLEIC ....ccccooeovvrrrvverrrrrmrrrorssoee s 10
2.2, EXPRESSIO GENICA ........oouvieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 12
2.2.1  Sintesi de les PrOteines ...............ocococeeeeeresesessseseoeooeeoo, 12
Lo TranscripCio.....c.coevueueuiuieeeeeeiceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
2. TraducCiO......ccoueueeeueeriiieceeceeeeeee e, 13
2.2.2. Sistema de regulacié de I’expressié d’'un gen ...............oun....... 16
2.3, ALINEAMENT DE SEQUENCIES .......ovovmommoeoeooeoooooeooooo. 18
2.3.1. AND, ARN I proteins com Seqiiéncies ..................ommmoeoeoeonon. 18
2.3.2. Concepte d’alineament i zones de similitude ......................... 18
2.3.3. Procés d’alineament entre seqiiencies .................coommrerevoonn..... 19
2.3.4. Tipus d’alineament entre SeqiienCies.............oovveeeeveereoeoooo, 19

3. INTRODUCCIO AL PROJECTE
3.1. OBJECTIUS DEL PROJECTE ......cooooeemmoeseeeoeeeoeoeeooeooeoeo 21
3.2.  NOM DEL PROGRAMA: “PromoterSimilarity”.............cocoeue...... 24
4. PROMOTER SIMILARITY ......cocoovvmmmmmoemmoooooeoo 25
4.1.  EMMAGATZEMAMENT DE LA INFORMACIO NECESSARIA 27
4.1.1. Tractament de les dades ......................coooeremererseeeoeosooo. 27
4.1.2. Emmascarament de Seqiiéncies ................ccoumoomeooeooosoooooo 34
4.1.3. Alineament de SeqiienCies .................oooveeveeremreeoesoesoseoeooeoooo. 38
4.1.4. Factors de transCripCio ................oeoeoeeeeeeseereseeesooeoseoooeooooo. 44
4.1.5. FACIOFS CONSCIVALS ... 51
4.1.6. Conjunts de factors CONSEFVALS............c..cooveseeeeeeeseoeeoeooeoeoo. 54
S. CONCLUSIONS. ..ottt 61
6. GLOSSARI ..........coiiiiiiiiie e e 62
T.BIBLIOGRAFITA ..........coooomimiiiiiimiiieeeeeoeeeeeeeeeeeeeeee oo 63

5 Miriam Subirats



Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors geénics
amb aplicacio a diferents espécies

6 Miriam Subirats



Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors génics

€ amb aplicacié a diferents espécies

‘>r6§m
=R

1. INTRODUCCIO

1.1. MOTIVACIO DEL PROJECTE

Aquest ha estat un projecte que no tan sols ha tingut per objectiu ésser entregat com a Projecte

de Final de Carrera, siné també saciar les il'lusions de les dues integrants d’aquest.

Ambdues teniem cert interés en fer un projecte destinat a fins bioldgics, ja que ens agradava
’area en qiiestio. Aixi que ens vam posar en contacte amb el Dr. Xavier Messeguer i Peypoch
que, finalment, ens va presentar ’oportunitat de realitzar un projecte en el camp de la

bioinformatica.

Aquest projecte no tan sols ens ha servit per aplicar els coneixements adquirits al llarg de la
carrera, siné també per descobrir la complexitat del mon de la investigacié. Tal i com s’anira
explicant al llarg d’aquesta memoria, han estat necessaris molts esforgos per aconseguir superar
les traves trobades durant aquest ultim any i, potser no sempre els resultats han estat tan

satisfactoris com ens hagués agradat.

Tot i aixi, ambdues estem satisfetes de la feina feta, pel que hem aprés en genética i per la
quantitat de coneixements que hem hagut d’aplicar per desenvolupar ’eina. Perd sobretot, per
’opcié que se’ns ha brindat de crear una aplicacié novedosa 1 sense cap tipus d’antecedent
registrat. Potser no hem aconseguit arribar a tots els resultats que ens hagués agradat, perd em
aconseguit marcar un precedent en aquest camp d’investigaci6 i em aplanat el cami per a la

persona que en un futur no molt llunya, decideixi reprendre’l.

1.2 ESTRUCTURA DEL PROJECTE

La memoria d’aquest projecte presenta una estructura poc habitual degut a dos grans motius. Per
una banda, existeix la peculiaritat d’haver estat dut a terme per dues estudiants, enlloc d’haver
seguit el model més convencional d’un sol estudiant per projecte. I per altra banda, hi ha la
dificultat afegida d’haver escollit un tema d’investigacid, en el que els requisits inicials no son
tan clars com ho acostumen a ser en altres tipologies de projectes, sind que s’han anat perfilant

durant el desenvolupament del mateix.
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Aix0 ha fet que fos dificil tragar una linea divisoria clara en els objectius del projecte, que el
separés en dos parts d’igual complexitat i que es poguessin desenvolupar paral-lelament per les

dues integrants.

Per tant, es va decidir dividir desenvolupament del projecte per tasques i no per objectius.
D’aquesta manera, totes les decisions del projecte aixi com el disseny en la seva totalitat, ha
estat realitzat integrament per ambdues estudiants. El desenvolupament de Paplicaci6 ha estat
efectuat de manera sequiencial, i ’assignacié de les tasques s’ha realitzat a mesura que les

anteriors s’anaven enllestint.

Degut a la normativa de la Facultat ha estat necessari repartir la descripci6 del projecte en dues
memories. Hem cregut convenient distribuir els continguts per facilitar la comprensio al lector i

per obtenir dues memories de similar complexitat,

La primera de les memories (volum 1) es centra en el tractament de dades conegudes, la

realitzacié de calculs, i ’emmagatzemament dels resultats obtinguts.

La segona memoria (volum IT) descriu el servei prestat per la nostra aplicacié. S’ofereix
consultar els resultats generats en el procés de la Memoria I i obtenir-ne de nous a partir de

dades introduides per ’usuari.

1.2 ESTRUCTURA DE LA MEMORIA

Aquesta memoria representa la primera part del nostre projecte. Es pretén que el lector tingui un
primer contacte amb el projecte desenvolupat i n’entengui el seu funcionament intern i el procés

d’obtenci6 de resultats. Per tal d’aconseguir-ho s’ha dividit en les segiients parts:

1. Introduccié. Presentant un projecte poc convencional com ho €s aquest, hem cregut
necessari explicar i justificar, primerament, els motius que ens van portar a realitzar un
projecte d’aquesta indole. I, en segon lloc, justificar el perqué de com han estat distribuides

les dues memories i de quina estructura s’ha seguit en cadascuna d’elles.

2. Context biologic. En aquest punt, s’intenta fer una petita aproximaci6 al camp de la

genctica entre el que ens hem vist immerses durant aquest tltim any. S’expliquen els
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coneixements biologics basics per poder entendre els objectius d’aquest projecte i la

terminologia emprada per explicar-los.

Introduccié al projecte. Normalment, aquest punt és troba al principi d’'una memoria pero,
en el nostre cas, era impossible explicar els objectius del projecte abans d’haver entes

perfectament, tots i cadascun, dels conceptes biologics necessaris.

Promoter Similarity. Un cop explicat I’entorn biologic i plantejats els diferents objectius,
ja es pot explicar com s’han dut a terme. Hem dividit I’explicacid, separant per cadascun
dels meétodes importants desenvolupats per a generar els resultats desitjats. En aquest apartat
ens hem centrat molt en les diferents estructures de dades creades per emmagatzemar tota la
informacié necessaria per al funcionament del nostre programa. Aixo és degut, a que des del
inici del projecte, hem apostat per crear un programa amb la major rapidesa possible, per a
que un usuari no s’hagués d’esperar gaire per obtenir resultats, i les estructures creades eren

basiques per assolir aquest objectiu.

9 Miriam Subirats



z Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors génics
arom amb aplicacié a diferents espécies
—

2. CONTEXT BIOLOGIC

2.1. ACID DESOXIRRIBONUCLEIC

El genoma constitueix tot el material genétic de les cél-lules d’un organisme. La major part del
material genétic, en animals i plantes, es localitza en el nucli cellular, organitzat en

cromosomes que son estructures cel-lulars formades per acid desoxirribonucleic (ADN).

La funci6 principal de PADN és la fabricacié de totes les proteines necessaries per al
funcionament de I’organisme i la codificacié de les instruccions essencials per a formar un ésser

viu.

Ndcleo celuiar

Conjunto cromosdnico
en el nucleo

4
i J = -
% Py "Locus” de un gen

Cromosoma bandeado

Figura 1

Observem que el nucli esta format per un conjunt de
cromosomes, i que cadascun d’aquests esta format per
acid desoxirribonucleic.

L’ADN ¢és un polinucleotid, és a dir, esta format per la uni6 de nucleotids. Cada nucleotid conté
un grup fosfat, a través del qual es realitzen les unions entre nucleotids, una desoxiribosa (sucre)
1 una base nitrogenada, que permet diferenciar els nucleotids en quatre tipus i classificar-los en
dos grups de bases: dos puriniques anomenades adenina (A) i guanina (G) i dos pirimidiniques

anomenades citosina (C) i timina (T).

L’estructura de I’ADN és una parella de llargues cadenes de nucledtids enrotllades una al
voltant de I’altra, formant una doble helix. Aquest parell de cadenes resten unides mitjangant
les bases nitrogenades que les formen seguint sempre un mateix model, 1’adenina sempre
s’enfronta a la timina (A-T) i la guanina a la citosina (G-C). Dues cadenes unides seguint

aquesta estructura s’anomenen complementaries.
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Figura 2

Estructura en hélix de les dues cadenes d’acid desoxirribonucleic, unides per

complementarietat de bases.

Degut a I’estructura quimica del nucleotids, els dos extrems d’una cadena d’acid nucleic sén

diferents (5, 3’). L’adhesié de les dues cadenes d’acid nucleic no es produeix per enllag

covalent (enllag quimic fort) siné mitjangant un tipus d’enllag feble: els ponts d’hidrogen.

L’adenina (A) s’uneix a la timina (T) mitjangant dos ponts d’hidrogen, i la citosina (C) s’uneix a

la guanina (G) amb tres ponts d’hidrogen. Aquestes unions tenen lloc de forma que ambdues

cadenes son antiparal-leles, ja que Pextrem 3’ d’una s’enfronta a ’extrem 5’ de ’altra. Per

convencid, una cadena d’ADN sempre es representa en sentit de 5° a 3°, que de fet és el sentit

en que es llegeix la seva informacio.

Aquesta estructura és molt important, ja que
cadascuna de les cadenes es pot utilitzar de
motlle per a reproduir 1’altra, que és el que
succeeix durant el procés de replicacio.
En aquest procés es desenrotlla I’helix,
mitjangant la interaccié d’un enzim anomenat
ADN polimerassa, obtenint-se aixi dues
cadenes independents, capaces de sintetitzar la
seva cadena complementaria.
L’exemple més clar en que es produeix la
replicacid, és en la divisi6 d’una cellula,
moment en el que cal duplicar ’ADN per

obtenir parts identiques.

.
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N |
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0 “ Visewnd] CH
HCL .C—y/
N Azucar
i H
|
N
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I

Azucar

Figura 3

Enllag quimic entre les bases nitrogenades.
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2.2. EXPRESSIO GENICA

2.2.1. Sintesi de proteines

Les cél'lules necessiten proteines propies pel seu desenvolupament i funcionament. Per aixo
existeix un mecanisme en interior de la cél'lula que construeix les proteines en funcid de les

seves necessitats. Aquest és el que anomenem procés de sintesi de proteines (o sintesi proteica).

La sintesi de proteines consta de dues etapes: la transcripcid, que es produeix en el nucli de les
cellules, i la traduccid, que té lloc al citoplasma, en uns organuls anomenats ribosomes formats

per 2 subunitats (la gran i la petita).

En el transcurs de I’evolucid, tots els organismes s’han assegurat de que la informacié
necessaria per a sintetitzar les seves proteines es trobés present en les seves cél-lules i en la seva
descendéncia. Quimicament aquesta informacié resideix en certes regions de I’ADN, conegudes
com a gens, que constitueixen un 3% del total del genoma. I amb la divisié cel-lular i la

replicaci6 del codi genctic , la transmissio esta assegurada.

1. Transcripcio6

S’entén per transcripcié la copia d’informaci6
d’una regié de ’ADN de doble cadena a una
molécula d’acid ribonucleic (ARN) de cadena _ RNA polimerasa
simple anomenat ARN-missatger (ARNm). : \
L’ARN és un polinucledtid que, a diferéncia de

I’ADN, el sucre dels nucledtids és ribosa @i no

Cadena
L. . Lo . mokde
desoxirribosa) i la base timina (T) és substituida A de DNA
transcripta)f U (transcripta)
per Puracil (U). La transcripcié és catalitzada per ‘
un enzim anomenat ARN-polimerassa. El procés
s’inicia amb la separacié d’una regié de les dues 5
cadenes d’ADN. Una d’aquestes regions &s O
o . s
utilitzada com a motlle per I’ ARN-polimerassa per \"
RNA
a generar una nova cadena complementaria a la
utilitzada com a motlle. L’{nica diferéncia .
Figura 4
consisteix en que la timina (T) de I’ADN inicial és Fase de transcripcié, en que es

genera una cadena simple de RNA, a
partir d’una de les cadenes de

exemple, una seqiiéncia ATGCAT de la cadena I’ADN.

substituida per Iuracil (U) en ’ARNm. Aixi, per

motlle, produiria una seqiiéncia UACGUA.
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Aquesta cadena d’ARNm ¢és la que dirigeix al citoplasma per a continuar amb el procés de

sintesi.
2. Traduccio

La traduccid és la fase on realment es creen les proteines. Per aquest motiu, molts cops la

segona fase del procés, rep el nom de sintesi de proteines.

Quan I’ARNm arriba al citoplasma
. o Segunda letra
celllular, cada tripleta de nucleotids . T =
- J
consecutius  (codd) especifica un | looup . lucu  |vau COU] g o
| uue P lpec |, |uac]™ |ueel ™ &
aminoacid. Donat que I’ARNm conté ] o e v L s
| Ax JAG deenoin ¥ i 1
. . = 7| =3
4 bases, el nombre de combinacions 2| [cau]  |ecu CAu]m, cGU o ¥
§ |¢|CUC |y [CCC fpro | CAC. CGC|ag 1€ 5
- ; g A A Al &
possibles de grups de 3 és de 64, g ggg’ b g:g] e S E
nombre més que suficient per a 2| |aw ACU | AAU AGU Ul &
4 P g |,Auc|ie facc |, ‘3;\;\(:] i AG(I} = 88
. . P . 8 |’ 14 AC, EAZ AG =]
codificar els 20 aminoacids existents. e o ‘:‘,:é] Iys :gg‘arg Al o
y ol ** | ac6]™® [g|
De fet, un aminoacid pot ser codificat | louup  |ocu)  |Gau ] sp |0V Y
16|OUC | yq [GCC | 5, | GAC 66C| 4y [l
: GUA GCA | ™ [GAA] g, |GGA A
per diversos codons. eped SN oo (R oved [ e &
Existeix un altre tipus d’ARN, ’ARN
Figura 5

de  transferéncia  (ARNt), en

Taula dels 64 aminoacids possibles.

’estructura del qual destaquen 3 bases

nitrogenades que reben el nom

d’anticodd. Per cada aminoacid
existeix com a minim un ARNt (un
anticodd  especific). Per  poder
sintetitzar les proteines els codons de
I’ARNm han de ser reconeguts pels
ARNL’s, aparellant-se cod6 i anticodd

per complementarietat de bases.

La primera etapa de la sintesi proteica

comenga quan la unitat més petita del

ribosoma s’inserta en ’extrem 5’ de

I’ARNm, exposant el primer codo, Figura 6

Reconeixement entre en ARNt i el

que sempre és AUG al primer ARNm, en la fase de traduccio.

anticodd UAC de I’ARNt. La
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traducci6 de I’ARNm és fa per tant sempre en sentit de 5° a 3°.

A partir d’aquest moment es continua llegint PARNm i els aminoacids dels anticodons

reconeguts es van adherint a la proteina en formacié.

> S - s ARNmM
M.(.- GUU,GGC FAU AGU LL( CGA -&3-'\ LG-’.
“t™Met val Gly asp Ser Phe Arg Lys Stop
Entace Peptidico
AUG GUUGGE GAU AGU LLC CGA AAA T
‘Met Val Gly asp Ser Phe Arg Lys Stop
Factor de
liberacion

AUG GUU GGC GAU AGU UUC (GA aa5 LGa
Met Val Glv asp Ser Phe Arg “Lvs Stop

Figura 7
Observem el procés de formacié de la proteina en la fase de traduccié
del procés de sintesi proteica.

Els codons (ARNm) i els anticodons (ARNt) es reconeixen i en
conseqiiéncia es van adherint els aminodcids existents en els
anticodons, formant la proteina.

En el moment en que es llegeix el cod6 de finalitzacio, que pot ser UUA, UGA o UAG, no s’hi

uneix cap anticodo, i és el moment en que es dona per finalitzada la proteina.

Finalment, la proteina creada s’allibera de 1’altim ARNt, que també es separa de I’ARNm,

desassociant-se de les subunitats ribosOmiques.
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D’aquesta manera, tots aquest elements queden lliures per a ser reutilitzats de nou. De fet, és

molt fregiient que abans de que finalitzi la sintesi d*una proteina ja s’inicii la d’una altra, fent

aixi, que una mateixa molécula d’ ARNm sigui emprada per diversos ribosomes simultaniament.

DN
Mﬁtkﬁ
Doy

ML Y

Hoyau

scription
ARNm ,
103325985

bty 1.3

Acide aminé

Protéine en
®e, coursde ARNt
® synthése [y~
v i

/ Traduction

Ribosome

Figura 8

Representacié de la sintesi de proteines. La fase de
transcripcié es produeix al nucli, i el ARNm surt del nucli,
moment en que es realitza la traduccio.
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2.2.2. Sistema de regulacié de ’expressié d’un gen

El gen és la unitat minima d’emmagatzemament d’informacié en I’ ADN i la unitat d’heréncia ja

que es transmet a la descendéncia.
El gen es divideixen en tres parts seguint un criteri de funcionalitat:

- Regio codificant: Fragment ’ADN que determina la seqiiencia d’aminoacids de la
proteina que codifica. Aixi doncs, és la part que es copia a ARNm durant la fase de
transcripcid del procés de sintesi de proteines. Fins al moment, aquesta ha estat la part
considerada més important, degut a que codifica la proteina, i és per aquest motiu que a
aquesta regid se I’anomena gen.

- Promotor: Seqii¢ncia especifica d’ADN, formada per un nombre variable de bases
nitrogenades anteriors a la regié codificant. La seva funcié és determinar ¢l moment en
que s’ha de manifestar aquella regi6 codificant, és a dir, el moment en que s’inicia la
sintesi de les proteines.

- Terminador: Part de ’ADN format per les ultimes tres bases del gen que indiquen el

final del procés de sintesi de la proteina en qiiestio.

Gen
I ' L
K/ AR/ A/ 2/ A/ A/ 20 / 2
| Pr-:ntlncxtor I Term{nadar
ADH Secuendia codificada del AR

Figura 9
Segiiencia d’ADN on apareix un gen amb les seves tres parts:
Promotor, regié codificant i terminador.

Al llarg del procés de sintesi de les proteines, les cél-lules han desenvolupat un sistema de
regulaci6 que controla quina proteina és necessaria per I’organisme, en quina quantitat i en quin

moment cal sintetitzar-la.

El sistema més habitual és regulant la quantitat i’ ARNm que es produeix. La quantitat d’ARN
que produeix un gen en un moment donat, en el procés de transcripcid, depén de la facilitat amb
que I’ ARN-polimerassa pot unir-se amb el promotor i iniciar la copia. Aquesta unid pot veure’s

facilitada o dificultada per la unié de certes proteines a les regions del promotor. Aquestes
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proteines son el que s’anomenen factors d’inici de la transcripci6, o factors de transcripci6. La
seva preséncia o capacitat d’unir-se al promotor depén de factors com estimuls externs,
hormones, nutrients, llum... Amb tot s’aconsegueix una regulacié de 1’expressi6 del gen i en

conseqiiéncia una regulacio en la sintesi de la proteina.

Distal control

element Activators Promoter
DNA A £S5 T SR 3 AR ey
\_V""l
Enhancer
General
= s transcription
A e O gl factors
\_ DNA-bending J @
.| protein 3
" Rl ot
o ¢ Group of
2 mediator proteins
B
RNA
polymerase i
. RNA
& 2N / polymerase Il
~ & T e ST i i a
Transcription e
initiation complex RNA synthesis
Figura 10
En la transcripcié d’un gen es veuen involucrats diversos components que en faciliten o
dificultenel procés.

Podem veure com els activadors, juntament amb grups mediadors de proteines, I’ARN-
polimerassa i els factors de transcripcio intervenen en la lectura del promotor i en la
posterior generacio de I’ARNm.
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2.3. ALINEAMENT DE SEQUENCIES

Z

2.3.1. ADN, ARN i proteines com seqiiéncies

Es poden interpretar les cadenes de nucledtids (ADN o ARN) com seqii¢ncies formades per 4
lletres (A, C, G i T/U). Aixi un gen, seria una seqiiencia d’As, Cs, Gs i Ts que conté la
informacié per a la sintesi d’una proteina. Una proteina també es pot reduir a una seqiiéncia de

simbols d’un alfabet de mida 20 (els 20 aminoacids).

2.3.2. Concepte d’alineament i zones de similitud

L’alincament és una forma de ressaltar possibles zones de similitud entre seqiiéncies. Si
aquestes zones codifiquen gens o proteines, les similituds existents podrien indicar relacions

funcionals i/o evolutives entre ambdues seqiiéncies.

Per tant, I’aparicié de zones que presenten similitud entre seqiiéncies pot produir-se o bé perque
ambdues seqiiéncies tenen una funcionalitat semblant, o bé per la possible evolucié dels gens
d’ambdues seqiiéncies a partir d’un mateix gen original. Els canvis evolutius dels gens ( i les
seves proteines) desencadenen variacions en els organismes que poden donar lloc a noves

especies.

El fet de que diverses posicions de les seqiiéncies es mantinguin invariables, ¢és a dir, es puguin
alinear, ens indica que aquestes zones tenen una especial importancia per al manteniment de
Pestructura i la funcié de la proteina i la seva modificacié no ha estat tolerada al llarg de

I’evolucid.

Aixi podem afirmar que la comparacié entre seqiiéncies és una forma de descobrir quines parts
d’aquestes son més importants (estan més conservades) i de descobrir quines proteines tenen un

origen comu.
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2.3.3. Procés d’alineament entre seqiiéncies

Per dur a terme ’alineament, es disposen les dues seqiiéncies a alinear una damunt de Ialtra de
manera que en una mateixa columna s’hi pot observar una base nitrogenada de cadascuna i es
realitza una comparacié de bases entre ambdues seqiiéncies per trobar regions comunes.

Aquestes regions han de disposar-se I’'una al damunt de Paltra i per aconseguir-ho s’insereixen
gaps (espais sense informaci6 genética) en una o en ambdues seqiiéncies, obtenint-se d’aquesta

manera, una facil visualitzaci6 de les regions comunes en ambdues seqiiéncies.

Un cop realitzat I’alineament es poden distingir diverses zones, la més important pel cas que ens
ocupa és la regié comuna, també anomenada arrel. El grau de similitud entre les bases
nitrogenades d’aquesta zona ¢s el que s’interpreta com a mesura de conservaci6 de la seqiiéncia.
Les regions no coincidents de seqiiéncies que comparteixen zones comunes poden interpretar-se
com a punts de mutacié i els buits, com a “indels” (mutacions d’inserci6 o eliminacié —delete en

anglés-) introduides en alguna de les dues seqtiencies.

TYHMCQFHCRYVMNHS GEKLYECHERSKAF SCPSHLOCHERRQ IGEKTHEHNQCGEAFPT
g R —-———-——om——mmm——oo— YECNQCGEAFAQHSSLECHYRTHI GELPYECNQCGEAFSK

Figura 11

Exemple d’alineament (FALTA REFER L "EXPLICACIO I POSAR UNA IMATGE MES ADDIENT).

2.3.4. Tipus d’alineament entre seqiiéncies
Existeixen diversos tipus d’alineament entre seqiiéncies:

- Alineament global: Focalitzat en alinear les seqiiéncies en tota la seva extensio, essent de

gran utilitat quan les seqiiéncies inicials son similars i de la mateixa llargada aproximadament.

- Alineament local: Util per a seqiiéncies diferenciades en les que es creu que existeixen

regions molt similars o motius de seqiiéncies similars en un context més gran.

- Alineament hibrid o semiglobal: Intenta localitzar el millor alineament possible que inclogui
I’inici d’una de les dues seqiiéncies i el final d’alguna de les dues. Aquest tipus d’alincament pot

ser especialment util quan el final d’una seqiiéncia se solapa amb el final de I’altra, cas en que
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I’alineament local i el global sén totalment desaconsellables. Un alineament global intentaria
forgar I’alineacio, estenent-se més enlla de la regié de solapament, mentre que 1’alineament

local no cobriria totalment la regi6 solapada.

El problema d’alinear dues seqiiéncies diferents es redueix a trobar quin és el millor de tots els
alineaments possibles. Per a obtenir la millor solucié, s’ha desenvolupat un sistema de
puntuacié (“scores”), en el que, per a cada possible alineament, se suma un cert valor per cada
resultat positiu (identitat o similaritat entre nucleotids) i es redueix en un altre valor diferent per
a les substitucions o gaps. D’acord amb aquest criteri, el millor dels alineaments sera el que

tingui una puntuacié més elevada.

S’han desenvolupat diversos algorismes per calcular el millor alineament possible. Els més

coneguts son:

® Neddeleman-Wunsch: En aquest cas 1’alincament optim ha d’estendre’s des del
principi fins al final d’ambdues seqiiéncies. Per aquest motiu, aquest algorisme és el que
utilitzen els programes d’alineament global.

® Smith-Waterman: Modificacié de I’anterior, que permet obtenir el millor alineament
local (no és necessari que la similaritat s’estengui fins als extrems de la seqiiencia). En
aquest cas, es considera que un alineament és el millor possible si la seva puntuacié no
es pot incrementar allargant 1°alineament per qualsevol dels dos extrems.

e SIM: Es una modificacié recent de anterior que detecta també els alineaments
suboptims, és a dir, altres alineaments amb puntuaci6 inferior. Aquest métode genera
una llista amb els alineaments locals detectats, comengant des de el que té major

puntuacio.
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3. INTRODUCCIO AL PROJECTE

3.1. OBJECTIU DEL PROJECTE

Actualment hi ha moltes eines que estudien el comportament, ’estructura i la funcionalitat dels
gens. Ara bé, les zones anteriors als gens, zones que inhibeixen o desinhibeixen el seu caracter,
ja que intervenen directament en la determinacié de com, quan i quina proteina cal generar, s6n

entitats poc estudiades i de les que queda molt per descobrir segons els experts genetistes.

Es en aquesta zona, en el promotor, on es troba I’entrellat de I’expressié genética i la clau de
Pevolucid de les espécies, i és en la que cal incidir més els estudis genétics ja que és la més

desconeguda.

Ens disposem a realitzar una eina que permeti determinar el grau de similaritat entre seqiiéncies
promotores d’una espécie, visualitzar els factors de transcripcié que s’hi localitzen i mostrar
quins son els factors que hi apareixen conservats, per tal de poder concloure possibles relacions

funcionals i/o evolucions géniques en les espécies estudiades.

Aquest €s I’objectiu final del programa, I’objectiu general, perd en realitat aquest s’assoleix amb

la interacci6 d’una serie d’objectius més petits detallats a continuacio:

1. Tres espécies a estudiar: Es pretén poder observar el grau de similaritat entre seqiiéncies
promotores de tres espécies concretes: gallina, huma i ratoli. Aquestes han estat escollides
per Pusuari final del nostre programa, investigadors del Parc de Recerca Biologica de
Barcelona (PRBB), degut a que son tres de les espécies amb les seqiiéncies de promotors

més estudiades i de les quals es creu que poden concloure resultats genétics més enriquidors

i favorables.

2. Modificacié de la informacio6 de les espécies: El programa disposa d’un conjunt de fitxers
d’entrada per cada espécie on existeixen les seqiiéncies promotores conegudes i amb les que
juntament amb una seqiiéncia d’entrada (a eleccié de l’usuari) sén processades pel
programa per la futura generaci6 de resultats biologics. Aquest conjunt de fitxers pot
modificar-se en qualsevol moment a peticié de I’administrador del programa i el programa
utilitzara la nova informacié en el seu funcionament. Aixd implica la durabilitat del
projecte, ja que si en un futur proxim es descobrissin més seqiiéncies promotores per a

alguna de les espécies o alguna de les ja existents sofris alguna modificacio, el programa no
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quedaria obsolet, ja que 1’administrador podria introduir la nova informacié i obtenir

resultats actualitzats.

Generacié de resultats de similaritat: L’objectiu primordial d’aquest projecte és la
generaci6 de resultats que seran mostrats a 1’usuari mitjangant una interficie, perd per tal
d’obtenir aquests resultats son imprescindibles unes dades d’entrada. Per una banda, els
fitxers amb la informacié de les seqiiéncies promotores conegudes per a les tres espécies
escollides pels investigadors i per altra, una seqiiéncia promotora que escollira I’usuari i que
sera comparada amb les seqiiencies de 1’espécie que prefereixi 1’usuari. Existeixen dues
possibilitats per a la seqiiencia promotora escollida per 1’usuari, amb les que apareixen dos
nous objectius:

3.1. Generacio de resultats de similaritat per una seqiiéncia introduida per I’usuari:
La seqiiencia promotora o query pot ser qualsevol seqiiéncia de 2000 bases
nitrogenades que 1’usuari desitgi. Aixi, els resultats obtinguts serien els generats per la
comparaci6 d’aquesta nova seqiiencia introduida per 1’usuari amb la resta de
seqiiéncies promotores conegudes per a 1’espécie que escolleixi 1’usuari d’entre les

tres de les que disposa.

3.2. Generacié de resultats de similaritat per una seqiiéncia existent en alguns dels
fitxers d’entrada: L’ usuari pot escollir com a seqiiéncia promotora o query qualsevol
de les seqiiencies existents per a alguna de les tres espécies. Aixi, els resultats
obtinguts serien els generats per la comparacié d’aquesta seqiiéncia escollida entre les
existents amb la resta de seqiiéncies promotores conegudes de I’espécie de la que

forma part.

Factors conservats: Un dels resultats obtinguts de la comparaci6 d’una seqiiéncia escollida
per l'usuari, a la que anomenarem query, amb totes les seqiiéncies de promotors d’una
espécie, és la visualitzacié dels factors conservats entre la seqiiéncia query i la resta. Es a
dir, els factors de transcripci6 que es troben en zones alineades entre la query i alguna de les
altres seqiiencies i que, a més, es troben en la mateixa posicié respecte I’inici de

I’alineament en el que estan inclos.

22 Miriam Subirats



Cerca i visualitzacié dels motius conservats ens els promotors génics
amb aplicacié a diferents espécies

5.

7.

Estadistics i alineaments. Un cop l'usuari ha visualitzat els factors de transcripcié
conservats entre la seqiiéncia escollida i totes les de ’espécie indicada, se li ofereix I’opcid
de visualitzat, per una banda, la informaci6 de tots els alineaments produits en el procés de
calcul dels resultats. Per altra banda, també pot consultar, per cada seqiiéncia resultant, la
proporcié dels seus factors de transcripcid que han aparegut en zones alineades, en zones no

alineades o en conservades.

Arbres de factors: Aquest objectiu ha sorgit a meitat del projecte en substituci6 d’un altre.
En un primer moment, es va pensar definir com a objectiu la millora de eficiencia del
programa PROMO, programa del grup alggen que és utilitzat per la nostra aplicacid per
obtenir certs resultats, tal i com s’explicara més endavant. Perd a mesura que anava
avangant el projecte, €s va pensar que era una millor opci6 que, un cop mostrats els resultats
dels factors de transcripci6 a ’usuari, aquest pogués escollir-ne un conjunt. Llavors, se li
mostrarien a I’usuari només les seqiiencies en les que apareguessin tots els factors de

transcripcié del conjunt com a conservats.

Disseny de I’aplicacio: Finalment ¢s necessaria una interficie grafica que permeti prestar la

quantitat de serveis mencionats anteriorment a |’usuari

En aquesta memoria, s’expliquen aquestos objectius des de la vessant del servidor. Es pretén

generar tots els resultats corresponents als esmentats entre els punts de 1’1 al 6 per a totes les

seqiiéncies de promotors coneguts per a tres espécies (gallina, huma i ratoli).
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3.2. NOM DEL PROGRAMA: “PromoterSimilarity”

El programa, tal i com es descriu a Iapartat anterior, pretén determinar el grau de similaritat
entre seqiiencies promotores d’una espécie, un cop coneguts els factors de transcripcié que s’hi
localitzen i sabent quins apareixen conservats. Amb aquests resultats sera llavors quan els
experts genetistes podran concloure possibles relacions funcionals o possibles evolucions

genetiques.

Els experts genetistes, usuaris finals del nostre programa, han decidit anomenar al programa

“PromoterSimilarity”.

Figura 12
Logo de I’aplicacié Promoter Similarity

24 Miriam Subirats



