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Teoria de conjuntos aplicada
a la caracterizacion matematica de union
de péptidos al HLA clase II

Set Theory Applied to the Mathematical Characterization

Resumen

Las bases moleculares para el reconocimien-
to y la respuesta inmune estan en la presenta-
cion de péptidos antigénicos. Se utilizaron la
teoria de conjuntos y los datos experimentales
para realizar una caracterizacién matematica de
la region central de unién del péptido mediante la
definicion de 8 reglas asociadas a la unién al HLA
clase II. Estas reglas se aplicaron a 4 péptidos
promiscuos, 25 secuencias peptidicas naturales
de la region central, de las cuales 13 presentaron
union, mientras que los demds no, y 19 péptidos
sintéticos buscando diferenciar los péptidos. A
excepcion de uno, todos los péptidos de union y
no unién fueron caracterizados acertadamente.
Esta metodologia puede ser ttil para escoger
péptidos clave en el desarrollo de vacunas.

of HLA Class II Binding Peptides

Javier Rodriguez Velasquez, MD, esp.
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Summary

Antigen presentation contains the molecular
basis for antigenic identification and immune
responses. The set theory and experimental data
were used in order to develop an union core region
mathematic characterization through the defini-
tion of 8 laws associated to HLA class II binding.
The laws were applied to 4 promiscuous peptides,
25 natural peptides sequences of core region: 13
binding peptides and 12 no binding peptides; and
19 synthetic peptides looking to differentiate pep-
tides. Only one peptide was not rightly character-
ized. This methodology may be used to choose key
peptides in the development of vaccine.
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INTRODUCCION

La teorfa de conjuntos permite diferenciar ele-
mentos particulares a partir de conjuntos generales
al realizar operaciones como la unidn, la intersec-
cién, la diferencia y la diferencia simétrica [1].

Las moléculas presentadoras de antigenos
(HLA) clase IT son glicoproteinas de membrana
que se encuentran exclusivamente en las células

presentadoras de antigeno (APCs) cuya funcién
es la presentacion de antigenos para su reco-
nocimiento por las células T. Las moléculas de
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HLA clase IT presentan péptidos a las células T
CD4"[1,2]. Cada molécula de HLA estd anclada
a la célula mediante dominios transmembrana
y citoplasmaticos y posee una hendidura extra-
celular de unién al péptido [3].

La hendidura de unién del HLA clase II es
capaz de unir péptidos de tamafio variable, 10 a
24 aminoécidos, debido a que sus extremos se en-
cuentran abiertos [4-7], un tamafio de 13 a 16 ami-
nodcidos ha sido observado con mayor frecuencia
en los péptidos de unién [8-11]. Analisis de unién
sugieren que inicamente una regién central com-
puesta por 9 aminoécidos es esencial para la unién
péptido-HLA [12]. Estudios de dicha regién han
relacionado aminoécidos especificos en posiciones
especificas, denominados motivos de unién [8],
construidos a partir de grupos seleccionados de
librerias M13 de péptidos presentados.

El propésito de la presente investigacion es
construir una metodologia general, basada en la
teoria de conjuntos, para caracterizar matemati-
camente la unién de péptidos a moléculas de HLA
clase IL.

DEFINICIONES

Conjunto: seleccion de elementos que cumplen
una caracteristica comun definida previamente.

A={x|x€PKX)

Donde P(x) representa una caracteristica
particular [1].

Sea S un conjunto que contiene dos con-
juntos Ay B.

Subconjunto: dados A y B dos conjuntos,
A es subconjunto de B si para todo elemento x,
que pertenezca a A, entonces x también perte-
nece a B.

Unidn: la unién de A y B (A U B) es el con-
junto, el cual estd formado por todos los elemen-
tos x tales que pertenecen a A 0 a B, 0 a ambos.

Interseccién: la interseccion de A y B (A N B)
es el conjunto de todos los elementos x, tales que
pertenecen a los conjuntos A y B.

METODOLOGIA

Se estudiaron 48 regiones centrales nona-
méricas, partiendo de cuatro péptidos promis-
cuos: el HA, antigeno del virus de la influenza
(MAT) y el CLIP, cadena invariante unida a las
moléculas presentadoras antes de la presenta-
cién antigénica y la secuencia IAKMKEKAS,
péptido antigénico de la malaria que se une
a varios alelos [9], 13 péptidos que se unen
al HLA clase IT y 12 que no presentan union,
maés 19 secuencias peptidicas artificiales. Se
dividieron en dos grupos: los de unién y no
union, cada uno de estos grupos con 24 péptidos.
Las medidas de union fueron realizadas con las
técnicas convencionales como el equilibrio de
diélisis y las bases de datos establecidas en las
que se recopilan estas medidas.

Los péptidos son escogidos en este trabajo por
varias razones: la primera, para poder comparar
péptidos naturales con sintéticos que no se unan
o que si lo hagan. Otra es la de escoger péptidos
promiscuos que se sabe se pueden unir a més
de un tipo de molécula de HLA, lo que posible-
mente podria orientar respecto a las capacidades
de unién de estas moléculas. Precisamente, el
CLIP es seleccionado en este estudio por estar
unido a la hendidura en todas las moléculas HLA
clase II para que pueda ser comparado con los
que se unen o no, naturales o sintéticos. Todas
las secuencias fueron obtenidas de estudios de
Hammer et al [10].

Para el andlisis de secuencias peptidicas se
definieron 6 reglas asociadas a motivos de unidn,
reconocidos segin los resultados experimentales
[9]; en la primera posicién se consideran 7 ami-
nodcidos hidrofébicos caracteristicos de la union
como motivo [10]; adicionalmente motivos re-
portados para las posiciones 2 y 3 [10]; ademds
se defini6 una regla matematica independiente
de los resultados experimentales.
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Se construyeron conjuntos de péptidos aso-
ciados a cada una de estas reglas definidas. Las
reglas para la determinacion de los conjuntos
son:

1. PresenciadeY,W,E V,L, 10 M en la posi-
cion 1.

Presencia de R en la posicion 2.

Presencia de G o P en la posicién 3.
Presencia de V, L, M 0 A en la posicidn 4.
Presenciade A, G, S, T, R o Ken la posicién 6.
Presencia de L, Q, M o N en la posicién 7.

Presencia de L, M o0 A en la posicién 9.

® NS e

Presencia de Y, W o Fen la posicion 1y la pre-
sencia de N y L en cualquier otra posicién.
A partir de las reglas anteriores se definieron
los siguientes conjuntos:

Sea S el conjunto de todas las posibles cade-
nas peptidicas de 9 aminodcidos.

A = {x € S |Todos los x tales que cumplen
la primera regla}

B = {x € S |Todos los x tales que cumplen la
segunda regla}

C = {x € S | Todos los x tales que cumplen
la cuarta regla}

D = {x € S| Todos los x tales que cumplen la
séptima regla)

E = {x € S| Todos los x tales pertenecen a C
y no pertenecen a D}

F={x € S| Todos los x tales que cumplen la
octava regla}

Posteriormente se evaluaron los 48 de pép-
tidos mencionados, divididos en los dos grupos,
determinando primero, cudles, y segundo cuantas
reglas cumplia cada péptido para, finalmente,
encontrar cudles reglas se cumplen simulténea-
mente para los péptidos que presentan unidn
en el lenguaje de la teoria de conjuntos: restas,
intersecciones y uniones. Por tratarse de una

metodologia matematica, ésta no requiere de

andlisis estadisticos ni el uso de una gran canti-
dad de datos experimentales.

REsuLTADOS

De 48 péptidos evaluados, 25 péptidos estan
contenidos en el conjunto que sefialamos de
unién y 23 en el conjunto de no unién; un solo
péptido reportado como de no unién, pertenece
al conjunto de unién.

Ast, los péptidos que se unen estdn contenidos
en el conjunto K de unién:

K=(ANB)U(AND)U(ANE)U(BNF).

De forma simplificada:

K=(AN(BUDUE)UBNE

Observando los datos experimentales, se evi-
dencia que, para péptidos de unidn, el aminoécido
hidrofdbico seleccionado en la primera posicion,
junto con el aminoécido cargado Arginina R en la
segunda (A N B) es caracteristico del fenémeno
de unidn. Se podria confirmar con las secuencias
sintéticas de unién y no unién, pero se observa que
adn sin cumplir con los motivos de las 2 primeras
reglas, puede darse la union, o sea, el incumpliendo
la segunda, pues de los 14 péptidos naturales de
unién més los cuatro promiscuos, 13 no cumplen
con la segunda regla. Si no se da la segunda regla,
el conjunto de unién es ampliado por la regla
A N D, en el cual se toman los motivos encon-
trados experimentalmente en la posicion 1y 9,
aunque no todos los péptidos la cumplen. Sélo la
cumplen 8 secuencias de los 14 pépticos naturales
y la mitad de los promiscuos. Respectoa A N E, se
observa que la cumplen 3 secuencias de los pépti-
dos naturales y sélo una de los promiscuos.

Observar los que se unen podria hacer pen-
sar que la clave es la primera regla, pero de 3
péptidos que no se unen, 2 cumplen con las
reglas 1y 5,y 1conlal.

Las reglas definidas para las posiciones 3,4, 6
y 7 no permiten diferenciar los péptidos que se
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unen de los que no, pues tanto péptidos de unién
como de no union pertenecen indistintamente a
los conjuntos asociados a estas reglas. Los pepti-
dos sintéticos de no unién cumplen con las reglas
2,5,6 y7ynose unen, mientras que la mayorfa
de los elementos de los conjuntos asociados a las
reglas 1,2y 7 son péptidos de unién. La caracte-

rizacion para los péptidos que no se unen fue del
95,7 %, mientras que para aquellos que se unen,
la caracterizacion fue del 100%.

En la tabla 1 se enuncian los péptidos estu-
diados y se sefialan con puntos en las casillas
cudntas reglas cumplen. Para los péptidos sinté-
ticos ver tabla 2.

Tabla 1. Reglas que satisfacen las cadenas peptidi-
cas naturales de unién y no union y las promiscuas

Tabla 2. Reglas que satisfacen las cadenas pepti-
dicas sintéticas

Secuencias naturales de union

Secuencias sintéticas de union

1|2 (3|4|5(6|7 12 |3|4|5[6|7]|8
WRVDNRRGL ° |o YRSMAAAAA | o o | e °
WTKLTSDYL ° oo ° VRSMAAAAA L] e | e °
YDRADAGWL ° o |e ° FRSMAAAAA o | o o e °
YKKMEAVKL ° e |o ° IRSMAAAAA L] o | o °
FRNVDGSGL o |o e |eo o |o MRSMAAAAA | o o | o °
YKLVKAKWL ° o |eo ° LRSMAAAAA o | o o e °
YFQDPALLL ° ° ° WRSMAAAAA L] e | e °
YQYLYAQKS ° o |o Secuencias sintéticas de no unién
LRDFWGNPL o (o o (o |0 PRSMAAAAA ° oo °
YRRLYNGLK ° | o ° KRSMAAAAA ° L °
YAFLHATDL ° ° DRSMAAAAA ° e e °
FTGGIGNKL (] o (o ° HRSMAAAAA ° o | e °
MVGLAADWL ° o (o o KRSMAAAAA ° o e °
FDPLLAVAD ° o (o RRSMAAAAA ° o e °
Secuencias de promiscuos SRSMAAAAA ° o o °

MRMATPLLM ® |o ° X TRSMAAAAA ° o | o ]
YVKQNTLKL ° e | X ARSMAAAAA ° o | o °
LKAEIAQRL ° ° o |eo NRSMAAAAA ° o e °
TAKMKEKAS ° ° QRSMAAAAA ° o | o °

Secuencias naturales de no unién GRSMAAAAA ° o | o °
LSDNYTLDH ° e [ X X
AEQAKVFSH °
VTLPAKFYR ° ° DISCUSIéN
FGSGIHKIR ° , . . )
QGRVFLKGG Este es el primer trabajo en el que se analiza la
ASLVITDLT unién de péptidos al HLA clase IT a través de teoria
DTVVVALDL oo [ X|o |X de conjuntos. Se encontré un comportamiento
GSVQYPITK caracterizable a partir de reglas halladas experi-
AGGONTVPG ° ° mentalmente en cualquier péptido nonamérico,
KDKSGFWDR diferenciando con operaciones matematicas los
AFTSNFNGR ° °

péptidos de unién de los que no se unen. La in-
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terseccion y unién de los conjuntos definidos para
reglas especificas permitié caracterizar matemati-
camente regiones centrales de unién al HLA clase
11, obviando la especificidad alélica de los péptidos
que se unen. Se caracterizaron correctamente
los péptidos de unién, logrando una especificacién
para todos los que se unen y desarrollando una
metodologia aplicable a cualquier secuencia de
aminodcidos. La secuencia LRDFWGNPL cumple
con 5 reglas; sin embargo, experimentalmente no
presenta union, constituyendo una excepcion a la
caracterizacion desarrollada.

Existen secuencias peptidicas que cumplen
con la mayoria de las reglas y, sin embargo, no se
unen al HLA, lo que probablemente muestra que
no hay una relacién causa consecuencia entre la
cantidad de reglas cumplidas y la unién, sino un
orden matematico subyacente, en este caso, con
la mirada de la teorfa de conjuntos que aporta
relaciones acausales para entender el fenémeno.
Sin embargo, el resultado de todas formas privi-
legia al conjunto A como “eje fundamental” de
la unién. El predominio de este conjunto y su
combinacién con otros, a excepcién de (B N F),
explica el resultado hallado. Por ejemplo, es inte-
resante notar que se pueden cumplir la mayoria
de las reglas sin que se presente unién, como en
las secuencias sintéticas de no unién. Se generé
una comprension y operatividad matematica, ba-
sada en la teoria de conjuntos que da un sentido
de versatilidad e integracién a los motivos expe-
rimentales que, por separado, dificilmente expli-
carian el fendmeno de unién. La distribucién he-
terogénea en algunos de los péptidos promiscuos
y naturales, comparada con los sintéticos, puede
ser explicada por la mayor probabilidad de hacer
puentes de hidrégeno respecto a los sintéticos y
a la versatilidad de la combinacién de motivos,
comparada con la btisqueda artificial sintética
para comprender el fenémeno.

Trabajos anteriores en prediccién de unién de
péptidos han utilizado Artificial Neural Networks
[13], programacidn lineal, motivos o vectores de
maquina [14-16]. Las aplicaciones computacio-
nales requieren de una gran cantidad de datos
para su entrenamiento y las predicciones de estas
metodologias generalmente estdn condicionadas
a la poblacién de péptidos estudiada.

Este trabajo es independiente de la poblacién
y del analisis aislado de las reglas experimentales
para corroborar la caracterizacion desarrollada.
Por ejemplo, con las reglas para las posiciones
3,4, 6 y 7 no se encontraron diferencias entre
los grupos. La interseccion de todos los conjuntos
formados por las distintas reglas asignadas a
las cadenas peptidicas es un conjunto vacio y no
da cuenta del fenémeno de unién, lo cual sugiere
que por mads reglas experimentales que se esta-
blezcan, el fenémeno de unién no se aclarara sino
que, probablemente, la construccion de una teoria
enmarcada en una serie de leyes podria explicar el
fenémeno.

En trabajos experimentales anteriores [10] se
presenta la dependencia de la energia de unién
con el tamafio del péptido que generalmente
varfa entre 13 y 16 aminodcidos; dicha energia
disminuye si se reduce la cantidad de aminoaci-
dos en la cadena peptidica. Para compensar esta
pérdida en secuencias mas cortas, se introducen
aminoacidos especificos en posiciones de ancla-
je. A partir de estos resultados experimentales
seria posible disefiar antigenos sintéticos que se
presenten por moléculas de HLA clase II con las
longitudes consideradas en este trabajo.

Esta metodologia se basa en una generaliza-
ci6n, una relacion para las reglas empiricas halla-
das, encontrando con 5 de 8 reglas, y sus nuevas
relaciones, la caracterizacion de los péptidos que se
unen y los que no. En las teorfas fundamentales de
la fisica [17] no hay causas sino drdenes fisicos y
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matemadticos acausales para la descripcion y com-
prension del fendmeno estudiado; en este trabajo,
el fendmeno de unién es estudiado de igual mane-
ra. Esta metodologia puede caracterizar cualquier
posible secuencia nonamérica, caracterizando de
forma objetiva y reproducible la unién, lo cual,
probablemente, pueda ser til en el disefio mate-
matico de vacunas eficientes, por ejemplo, para el
cancer, entre otras. De esta manera, se racionaliza-
rian los recursos en su desarrollo, dejando de lado
el método de ensayo-error en la experimentacion
actual. Adicionalmente, se agilizaria este proceso
y, posiblemente, constituiria un primer paso en la
comprension de la interaccion, ligando un receptor
especifico de la biologia molecular, lo que serfa de
vital importancia para cualquier aplicacién médica
y bioldgica en el futuro.

Este es un primer acercamiento con un di-
sefio tedrico que busca caracterizar lo esencial
y la simplicidad con muy pocos casos, proyec-
tando la posibilidad o no de construir una teorfa
predictiva para este fenémeno, como funciona
la fisica tedrica. Esta caracterizacién, aplica-
da a la union de estas moléculas, podria tener

la ventaja de generar una medida general para
cualquier péptido frente a los actuales métodos
de bioinformatica que se estan especializando
por alelos, mejorando esta metodologia. Mds
importante, respecto a la bioinformatica, es ver
el fendmeno acausal tedricamente y permitir
una aproximacion desde la fisica y la matemdtica
para poder, tal vez, lograr predicciones desde la
construccién de una teorfa.

Aplicaciones futuras: se disefiard una prueba
para medir la posibilidad predictiva de esta meto-
dologfa con bases de datos experimentales.

CONCLUSIONES

1. La teorfa de conjuntos permite representar
simultdneamente, de manera sistematica, la
presencia o ausencia de motivos combinados
para caracterizar matematicamente la versa-
tilidad del fendmeno de unién.

2. Elfenémeno de unién puede ser comprendi-
do de una manera mas sintética y general por
esta metodologia, a diferencia del tratamiento
particular por el niimero de motivos aislados
en diferentes posiciones especificas.
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