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cAPITULO 1

Introduccién

1.1. Proteinas, clasificaciéon estructural e infe-

rencia funcional

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes en las células y ejercen
una gran variedad de actividades biologicas. Por ejemplo, las proteinas realizan
actividades enzimaticas acelerando varias reacciones quimicas, como las protea-
sas, que degradan a otras proteinas, o lipasas que aceleran la degradacién de
triglicéridos. Otras proteinas funcionan como hormonas comunicando y coordi-
nando la respuesta de varias células, de igual forma, los receptores celulares que
sensan la presencia de otras proteinas o compuestos no protéicos, son proteinas.

De esta manera, las actividades ejercidas por una gran cantidad de proteinas

distintas constituyen la maquinaria celular que sostiene la vida.

Las proteinas estan constituidas por secuencias de aminoédcidos unidos cova-
lentemente por un enlace peptidico. La secuencia de aminoacidos de una protei-
na también es referida como estructura primaria de la proteina. Las secuencias

pueden ser de longitudes muy variables, pero sélo incorporando veinte tipos de
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aminoacidos. Dadas las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos incorpo-
rados en una secuencia de proteina y las interacciones entre estos aminodcidos
y el medio celular, esta secuencia adopta arreglos locales altamente regulares
como alfa hélices y hojas beta que se conocen como estructura secundaria. Fi-
nalmente, el arreglo global de todos estos elementos da origen a una estructura
tridimensional marginalmente estable, o estructura terciaria. Se postula que la
capacidad de una proteina de ejercer su actividad bioldégica radica en su es-
tructura tridimensional (o plegado, producto del proceso de plegamiento de su
secuencia de aminodcidos). Por ello, contar con informacién de la estructura
tridimensional de una proteina puede esclarecer directamente su mecanismo de

accion.

Existe una gran cantidad de proteinas de secuencia conocida, pero sin estruc-
tura tridimensional determinada. Los procedimientos cominmente utilizados
para la determinacion de estructura incluyen difraccion de rayos X, resonancia
magnética nuclear y microscopia electrénica, experimentos que en general resul-
tan mas costosos que experimentos de secuenciacién. Es por esta limitacién en
la disponibilidad de informacién estructural, que se han desarrollado esfuerzos
internacionales para promover el avance en las tareas de prediccién de estructu-
ra a partir de secuencia, siendo el mas grande de estos la Evaluacién Critica de
Prediccién de Estructura de Proteinas (CASP, por sus siglas en inglés) [1]. Este
experimento global se celebra cada dos afios desde 1994 y consiste en liberar
un conjunto de secuencias para las cuales su informacion estructural no ha sido
dada a conocer. Cada laboratorio envia sus modelos de estructura predichos y
se efectiia una sola medicién de desempeno sobre todas las predicciones de los
participantes. De esta manera, se obtiene una visién objetiva sobre el desempefno
de las diversas estrategias de prediccion y se promueve la investigacion y difu-
sion de las estrategias mas prometedoras. En general, las estrategias radican de
forma fundamental en comparaciones directas entre la secuencia objetivo y las
secuencias conocidas para las cuales se conoce también su estructura. Los mé-
todos predominantes de comparaciéon y medicién de similitud en secuencia son
los basados en alineamientos [2]. Estos métodos rdpidamente pierden utilidad

a medida que las secuencias comparadas han divergido evolutivamente, para lo
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cudl métodos mas sofisticados para identificar homologia remota han sido desa-
rrollados, como HMMER [3], que construye un alineamiento entre la secuencia
objetivo y un modelo oculto de Markov construido con la informacion de fami-
lias de secuencias completas. Cada celebracion del experimento CASP muestra
una pequena mejora, principalmente por la mayor disponibilidad de secuencias
con estructura tridimensional determinada experimentalmente [4]. Sin embar-
go, continuamente se encuentran secuencias con ningiin parecido detectable atin
por estos métodos mas sofisticados a secuencias conocidas y los avances en la

prediccién de estructura sobre estas secuencias dificiles siguen siendo pobres [4].

El conocimiento de la estructura tridimensional permite inferir la funcién
molecular de una nueva proteina con mejores expectativas que a partir de su
secuencia, ya que la funcién tiene una relaciéon mas directa con la estructura
que con la secuencia. Aunque el costo experimental para determinar el conjunto
de actividades de una proteina puede ser similar o menor al costo para deter-
minar la estructura tridimensional, la prediccién de la funcién de las proteinas
a partir de su estructura tridimensional permite poner a prueba hipdtesis sobre
la relacién que guardan estas dos caracteristicas de las proteinas. Por ejemplo,
la obtencién de ejemplos de estructuras de proteina semejantes (también llama-
dos vecinos estructurales) a una nueva estructura de proteina, permite generar
hipétesis sobre la funcién de dicha estructura nueva, a partir de las funciones

conocidas de sus vecinos.

La transferencia funcional puede hacerse también sélo a partir de informacion
de secuencia, sin embargo, la diversidad en secuencia es mayor que la diversidad
estructural, ya que varias familias de secuencias pueden converger en un solo
tipo de plegado. Esto impone una limitacién a los métodos basados en compa-
racién de secuencia, pues es necesario conocer ejemplos de toda la diversidad
asociada a un plegado. Es esta dificultad (mencionada previamente) la que tam-

bién limita la prediccién de la estructura.

Un esfuerzo similar al experimento CASP se ha desarrollado recientemente

para evaluar la capacidad de los métodos de predicciéon de funcién a partir de la
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secuencia de las proteinas. El experimento de Evaluacion Critica de Anotacion
Funcional (CAFA, por sus siglas en inglés) celebr6 su primera edicién en 2010.
La segunda y mas reciente edicién finaliz6 en 2014, poniendo de manifiesto que
los métodos de aprendizaje de maquina, que integran multiples tipos de datos,
tienden a tener un mejor desempeno que la transferencia de funcién por similitud

local en secuencia [5].

A pesar de estos esfuerzos cientificos comunitarios, la relacién entre la es-
tructura primaria de una proteina y su plegado tridimensional, asi como la
capacidad de esta estructura terciara para ejercer alguna actividad bioldgica
siguen sin comprenderse. Sin embargo, continuamente se generan mas datos de
ejemplos particulares de estructuras y sus roles funcionales. En particular, la
creciente cantidad de estructuras resueltas depositadas en el banco de datos de
proteinas [6] (PDB por sus siglas en inglés) ha revelado que la gran mayoria
de las estructuras de cadenas completas, se pliegan usando sub estructuras re-
petidas, también llamadas dominios. El niimero de nuevas clases de dominios
encontrados en nuevas estructuras resueltas cada vez es menor; esto sugiere que
podria haber un ntiimero finito de clases de dominios en los que converjan todas

las secuencias (ver Figura 1.1).

Los dos principales esfuerzos para definir estos dominios, asi como de efec-
tuar una clasificacion estructural y evolutiva de los mismos, son las bases de
datos CATH [7] y SCOP [8]. Tanto CATH como SCOP son esquemas de cla-
sificacién jerarquicos y comienzan por un nivel estructural global que depende
del contenido de estructura secundaria, pasando por niveles de clasificacién es-
tructural més finos, hasta llegar a sub clasificaciones basadas en parentescos
evolutivos medidos por alineamientos de secuencia. Los principales niveles de
clasificacién estructural en CATH son Clase, Arquitectura y Topologia, que ha-
cen referencia al contenido de estructura secundaria, a la organizacién global de
estos elementos de estructura secundaria, asi como a sus detalles especificos en

su orientacién y cercania, respetivamente (ver Figura 1.2).

El nivel Homologia en CATH agrupa dominios de proteinas que se piensa que
poseen algin ancestro evolutivo comun y por lo tanto se consideran homélogos.
En SCOP, los niveles de clasificacién principales son Clase, Plegado, Superfami-

lia y Familia. Los dos primeros hacen referencia a aspectos estructurales, y los
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Figura 1.1: Crecimiento de clasificaciones tinicas de dominios por ano
La figura muestra la cantidad de nuevas clases de dominios determinados por
ano en azul, y el nimero todal de clases de dominio acumuladas en rojo para
las bases de datos SCOP 1.75 (panel A) y CATH 4.0 (panel B). Esta figura fue
obtenida del sitio web de estadisticos del PDB (http://www.rcsb.org/).
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Figura 1.2: Niveles jerarquicos de clasificacién estructural de dominios
en CATH La figura muestra ejemplos de dominios bajo las clases jerarquicas
de Clase (C), Arquitectura (A) y Topologia (T). Figura obtenida del articulo
CATH - a hierarchic classification of protein domain structures (1997) [9]
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dos ultimos incluyen informacién de secuencia. Aunque CATH y SCOP poseen
una gran similitud entre sus criterios de definicién de dominios y clasificacion,
poseen algunas discrepancias que han sido estudiadas, dando origen a propues-
tas de nuevos esquemas de clasificacién unificados [10], pero no han logrado una

adopciéon global por la comunidad cientifica.

1.2. Espacio de plegados

Para abordar conceptualmente todos estos aspectos complejos de las pro-
teinas y permitir una visién global de la diversidad estructural, se ha hecho
referencia en la literatura a un espacio abstracto, denominado espacio de plega-
dos, donde es posible representar cualquier plegado de una proteina. Este espacio
de plegados se ha convertido en un marco conceptual en el que se unifican ideas
acerca de la estructura, funcién y evolucién de proteinas [11]. Por ejemplo, se ha
debatido si el espacio de plegados es discreto o continuo [12, 13, 14], es decir, si
hay cambios radicales entre clases de plegados, o si hay una sucesién de plega-
dos muy semejantes conectando cualquier par de clases. Los resultados de esta
discusion muestran que es posible transitar entre cualquier par de clases de ple-
gados, a través de plegados intermedios con alta similitud, reforzando también
la idea de que ya se han descubierto ejemplos de todas las clases estructurales
posibles [13].

Para inferir las proximidades de plegados en este espacio, se han usado me-
didas de similitud como la desviaciéon cuadrada media entre posiciones atémicas
(RMSD, por sus siglas en ingles) [15]; en este caso, se asume que la proximidad
de plegados es la tnica propiedad relevante para explicar funcién y evolucién de

proteinas.

Usando el programa DALI [16] para obtener una medida de similitud, Holm
mostrd proyecciones en dos dimensiones para explorar estructuras vecinas en
el espacio de plegados [17]. DALI también ha sido utilizado como medida de
similitud para visualizar la distribucién de clases y uso de plegados entre dos

especies bacterianas [18] y para explorar la asignacién funcional basada en esta



16 Capitulo 1. Introduccién

representacion del espacio de plegados [19]

Las representaciones explicitas del espacio de plegados basadas en medidas
de similitud estructural tienen dos importantes limitaciones. Primero, el tiem-
po necesario para ejecutar una comparacion para cada par de estructuras es
restrictivo; por ejemplo, 25,000 horas de procesamiento fueron necesitadas para
calcular similitudes entre 1,898 estructuras de proteinas [19]. Segundo, la posi-
cién de cada punto depende fuertemente del conjunto de estructuras analizadas,
de manera que la inclusiéon de una sola estructura adicional puede desplazar a
todas las posiciones previamente asignadas; por lo tanto, hay tantas represen-
taciones del espacio de plegados como conjuntos de datos de estructuras de
proteinas, incluso adoptando una unica medida de similitud. También se ha
mostrado que la forma cualitativa del espacio de plegados es altamente depen-
diente de la medida de similitud escogida y de los parametros de escalamiento

seleccionados [20].

Una representacion alternativa del espacio de plegados puede ser construida
asignando la posiciéon de cada vector considerando tnicamente atributos es-
tructurales de la proteina que representa. En lugar de considerar tnicamente
la proximidad entre los plegados, cada estructura de proteina es representada
por un punto (vector posicién) en un espacio de dimensién fija (e.g., un espacio
euclidiano en 7 dimensiones). Las posiciones de estos vectores pueden ser ajusta-
das de manera que las distancias relativas entre ellos aproximen alguna medida
de similitud estructural de las proteinas que representan. Por ejemplo, usando
la puntuacion de similitud del programa de alineamiento estructural secuencial
(SSAP) entre cada par de estructuras como medida de similitud [21], seguido
de escalamiento multidimensional (MDS) [22]. De esta manera, la posicion de
una nueva estructura puede ser asignada sin alterar las posiciones existentes. Un
ejemplo de representaciéon de un modelo de espacio vectorial es FragBag [23] que
representa estructuras de proteinas en 400 dimensiones; aqui, cada componente
del vector representando un plegado de proteina corresponde al niimero total de
ocurrencias de un fragmento de secuencia de proteina particular. Otro ejemplo
de espacio vectorial se muestra en el trabajo de Fain et. al., donde se utilizan
invariantes en teoria de nudos como valores de cada componente para vectores

en un espacio de 30 dimensiones [24]. En estos casos, se asume que estructuras
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Figura 1.3: Proximidad en el espacio no siempre implica pertenencia a
la misma clase. La figura ilustra casos en donde la proximidad en un espacio
no implica pertenencia a una clase. Los puntos representados por cruces definen
una clase donde las distancias entre cada par de sus miembros son menores que
la distancia a cualquier otro punto perteneciente a otra clase, una suposicion
hecha al usar las puntuaciones de similitud. Una excepcién a esta suposicion
es representada por los miembros de la clase rombo p y r, cuya distancia es
mayor que la distancia entre p y ¢, que pertenecen a clases distintas. La clase
circulo posee una distribuciéon de miembros densa y regular, la clase rombo es
regular y dispersa, mientras que la clase cuadrado es muy disperda e irregular.

En cualquier caso, las clases estan claramente segregadas.

cercanas deberian pertenecer a la misma clase estructural, supuesto que no es
necesariamente correcto como se mostrara mas adelante.

Una vez que un método de construccién del espacio de plegados es elegido,
la distancia métrica inducida por el espacio puede ser usada como una medida
de similitud y se espera que esté en concordancia directa con medidas de simi-
litud estructural (tales como RMSD, GDT, TMscore, etc.), pero superando los

problemas de estas medidas como consecuencia de no ser métricas [25].

En una representacién del espacio de plegados, se espera que las estructuras
cercanas entre si pertenezcan a un mismo plegado. Sin embargo, puede ocurrir

que algunas proteinas con plegados diferentes se encuentren mas cercanas que
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proteinas bajo el mismo plegado. (ver Figura 1.3), de manera que puede haber
confusién al distinguir la pertenencia a las clases en este espacio si inicamente

se consideran las medidas de similitud.

En resumen, el espacio de plegados como marco conceptual ha facilitado la
vision global de la diversidad estructural y su intrinseca relacién con la diversi-
dad funcional y sus origenes evolutivos. Se puede hacer referencia a este espacio
de plegados mediante representaciones abstractas o explicitas.

En las representaciones abstractas no se asigna una posicion a las estructuras
y el tnico concepto relevante es la cercania vista como una manifestaciéon de la
similitud estructural. Esta similitud puede ser cuantitativa cuando se hace uso
de alguna puntuacién de similitud por algiin método computacional basado en
alineamiento estructural, o bien cualitativa, cuando la referencia a la similitud
entre dos estructuras refleja solo la opinién humana basada en la experiencia.

En las representaciones explicitas, cada estructura es identificada con una
posicién en un espacio vectorial. Existen dos estrategias generales para asignar
posiciones a cada estructura. La primer estrategia consiste en obtener una pun-
tuacién de la similitud entre cada par de estructuras analizadas y obtener las
posiciones mediante escalamiento multidimensional de manera que las distan-
cias entre las posiciones asignadas aproximen a las puntuaciones de similitud.
La segunda estrategia es independiente de medidas de similitud y la asignaciéon
de la posicién de una estructura sélo depende sus caracteristicas estructurales.
Esta distincién entre representaciones del espacio de plegados se resume en la
Figura 1.4.

En este trabajo se proponen las Clases de Ctimulos de Residuos como un
modelo de representaciéon de estructuras de proteinas individuales, asi como
una estrategia para la construccuén explicita del espacio de plegados. Se ex-
ploran carateristicas de esta representacién y su concordancia con esquemas de
clasifiacién actuales y se abordan varias aplicaciones basadas en aprendizaje de
maquinas. Finalmente, se explora una estrategia para el uso de este espacio

como paso intermedio para la predicciéon de plegado de nuevas secuencias.
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Representacion Representacion
abstracta explicita

Cualitativa Cuantitativa RMSD/MDS Basada en
(RMSD) estructura

Figura 1.4: Representaciones del espacio de plegados Una representacion
abstracta cualitativa es cualquier referencia conceptual al espacio de plegados;
la representacién es implicita en la referencia a las proteinas y su cercania en
el espacio de plegados. Este mismo tipo de referencia abstracta se convierte en
cuantitativa cuando los enunciados sobre cercanias estan basados en cualquier
medicion explicita a partir de datos experimentales de la estructura de protei-
nas representadas. Las representaciones explicitas asignan una posicién fija a
cada estructura de proteina en un espacio vectorial. Estas posiciones pueden
asignarse de tal manera que la distancia entre ellas aproxime valores de me-
diciones de similitud estructural, o bien, estas posiciones pueden ser obtenidas
para cada proteina considerando inicamente su propia informacién estructural,

indepenientemente de las demés estructuras conocidas.
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Hipétesis

La representacion del espacio de plegados basada en clases de cimulos de
residuos segrega a las estructuras de proteinas conforme a sus caracteristicas
estructurales.
Objetivos
Objetivo general Crear una representacién del espacio de plegados que se-
gregue las estructuras de proteinas.

Objetivos especificos

= Probar separabilidad del espacio de plegados bajo esquemas de clasifica-

cion establecidos.

= Identificar fronteras de decision en el espacio de plegados para clasificacién

automatica.

= Utilizar esta representacion como medida de similitud para obtencién de

vecinos estructurales.
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CAPITULO 2

Métodos

2.1. Aprendizaje automatico

El aprendizaje automatico es una rama de la inteligencia artificial cuyo ob-
jetivo es descifrar relaciones existentes sobre un conjunto de observaciones. El
problema de clasificacién en aprendizaje automatico consiste en determinar la
relacion existente entre los atributos de un objeto y su clase. Formalmente, si

se tiene un objeto x perteneciente a una clase y, se dice que existe una funciéon

flz) =y

que relaciona estas dos entidades. El problema de clasificacién, cuando f es

deconocida, es encontrar una funciéon g tal que

g~ f
La construccién de la funcién g se realiza tnicamente a partir de datos ob-
servados, sin ninglin conocimiento o suposiciones previas del comportamiento
de f. En este trabajo, el objetivo principal es aproximar la relacién entre una

estructura de proteina y su clasificacién estructural.
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Existen varios modelos para representar g, cada uno con distintos parame-
tros internos ©. El entrenamiento o aprendizaje de gg consiste en encontrar el
conjunto de parametros O tal que L(y, go(x)) sea minima. Donde L es alguna
funcién de costos que cuantifica la diferencia entre las estimaciones de go y
los valores observados de y. La funciéon L puede o no ser usada explicitamente
en la busqueda de los pardmetros ©. Los datos utilizados para entrenar a g se
denominan datos de entrenamiento.

Un objeto « se representa mediante un ntmero fijo de n atributos. Algunos
modelos restringen la naturaleza de los atributos de . Esta seccion se concentra

en atributos numéricos reales, es decir © = (21, z2, ..., x,) € R™.

Arboles de decisién

Un arbol de decisién es un modelo g que consiste en un conjunto de reglas
jerarquicas a cerca de los valores en cada uno de los atributos en x. Cada regla
es representada por un nodo que establece un valor de corte en un atributo
dentro del rango de valores observados. Cada nodo separa el conjunto de datos
de entrenamiento actual en dos grupos; el que contiene los objetos con un valor
menor al valor de corte en dicho atributo, y el grupo de objetos con valores ma-
yores al valor de corte. Nodos con reglas adicionales se pueden seguir anadiendo
a cada subgrupo. Existen varios métodos para construir arboles de decision, por
ejemplo, los primeros métodos ID3 [26] y C4.5 [27] desarrollados por Ross Quin-
lan fueron los primeros métodos generadores de arboles de decision reportados.
La idea de estos métodos es seleccionar en cada paso uno de los atributos para
elejir el valor de corte basado en la idea de ganacia de informacién. La ganancia
de informacién de un atributo es la diferencia entre la entropia de los datos
actuales de entrenamiento y la entropia inducida al seleccionar dicho atributo.
La entropia cuantifica la uniformidad del ntimero de ejemplos distribuidos en
cada clase. Dos medidas de entropia utilizadas tipicamente son la medida de
entropia de Shanon y el indice Gini [28].

Un ejemplo de un drbol de decisicién para estimar la Clase en CATH de
estructuras de proteinas se encuentra en la Figura 2.1.

El desempeno de un arbol de decision depende de los atributos y valores de

corte seleccionados. Estos valores estan sesgados a desempenarse bien con los
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[6] <= 4.5
100,000 [CLASE] <= VALOR
[2,3] <= 15.5 21,073 25,822 51,628 1477 # EJEMPLOS

27,198
385 21,279 4,704 830

ALPHA BETA ALPHA/BETA FSS

..

[1,3] <= 25.5

6,655 20,543 72,802
374 3,095 2,375 811 11 18,184 2,329 19 20,688 4,543 46,924 647
[3,3] <=1.5 [2,3] <= 75.5
20,650 52,152
15,211 691 4,186 562 5,477 3,852 42,738 85
16,121 4,529 49,085 3,067
14,001 60 1,654 406 1,210 631 2,532 156 3,811 3,828 41,366 80 1,666 24 1,372 5

Figura 2.1: Arbol de decisién para clasificacién estructural de proteinas
En la parte superior de cada nodo no terminal, se muestra una regla a cerca
del valor en cada uno de los 26 atributos de clases de cimulos de residuos.
La parte media contiene el nimero de ejemplos totales que cumplen las reglas
de los nodos previos. En la parte inferior se muestra la cantidad de ejemplos
observados en cada clase en el conjunto de entrenamiento. La clase estimada en

cada nodo corresponde al grupo con mayor cantidad de ejemplos.
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datos de entrenamiento, por lo que suponen un problema sobre datos nuevos.
Adicionalmente, se ha observado que pueden generarse diversos arboles de de-
cisién con desempefio semejante. Estas ideas han dado origen a los ensambles
de arboles de decisién, o bosques, donde varios arboles son entrenados indepen-
dientemente y la tarea de clasificacion consiste en obtener el consenso de dicho
conjunto de arboles [29]. Empriricamente se ha obsevado que la heterogeneidad
de los atributos y valores de corte escogidos por cada arbol ofrece un mejor
desempeno y la mejor manera de asegurar dicha heterogeneidad es elegir con-
juntos de atributos y valores de corte aleatorios. Esta estrategia es referida como
bosque de arboles extremadamente aleatorios. Una descripcién detallada de este

método puede ser encontrada en [30].

2.2. Alineamiento de ambientes estructurales

El alineamiento estructural consiste en relacionar regiones estructurales en-
tre un par de proteinas. En esta seccién se muestra una definicién de region
estructural libre de pardametros y una estrategia para asignar dichas regiones de

una estructura de proteina con otra.

2.2.1. Regiones

Un residuo r puede pertenecer a mas de un cimulo de residuos (ver Apéndice
B, seccién 2.2.1.). Todos aquellos residuos que pertenezcan a un cimulo que
contenga a r son adyacentes a r. Se estudiara la adyacencia de residuos sobre

una sola clase de ciimulos ¢.

adyz(r) = {rj : {r,r;} C RCzVRCz € R}

Donde R es un sistema de clases de ciimulos de residuos definido en el Apén-
dice B, seccion 2.2.1.

Sea V(R) el conjunto de residuos en R. Uz C V(R) es una regién de clase ¢
en R si para cualquier X C Uz existen r; € X, r; € X — Uz tal que r; € adyz(r;)
Sea la relacién ~ entre los residuos r; y r; si r;,r; € Uz Entonces ~ es una

relacion de equivalencia.
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La clase de equivalencia [r] de un residuo de aminodcido r esta dada por

[rle={rj :r ~r;}

Se tiene que para cualquier par r;,7; € V(R)
[rile = [rj]e

6 bien

[rileN[rle =@

Con esto se tiene fragmentada toda la proteina en regiones

Conjunto factor

Dada la relacién de equivalencia ~ en V (%), entonces el conjunto factor

V(R)/ ~ es el conjunto que consiste de todas las clases de equivalencia de ~.

Regiones isomorfas

Dado un par de proteinas Py, P», con sistemas Ry, Ro, se dice que las regiones
U, € V(Ry)/ ~, U; € V(R2)/ ~ son isomorfas (denotado U; =~ U;) si existe una
biyeccién f : U; — U; tal que para cada par de residuos ai,as € U; que estdn

en contacto en Pp, entonces f(a1), f(az) estdn en contacto en Py

2.2.2. Alineamiento estructural

Se implementa un método de programacién dindmica (principio de optimali-
dad de Bellman [31]) para alinear residuos, si éstos se encuentran en ambientes
estructuralmente equivalentes. Se define un ambiente < r > de un residuo r

como

<r>= U[r]a

Se dice que los residuos 7; y 7; tienen ambientes estructuralmente equiva-
lentes si < r; >~< r; >. Dadas dos proteinas P;, P> se definen sus conjuntos
de residuos con ambientes estructuralmente equivalentes Ry = {r € P, : I’ €
Py <r>~<r' >}yRy={reP:3" e€P,<r>=<r >}LSi|R|=my
|Ry| =n
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Se trata de maximizar la funciéon objetivo:

pi—1,7—1)+1 <r>x<r; >
¢(i,j) = Max o(i —1,5)
o(i,j —1)
con ¢(0,j) = ¢(i,0) = 0.

El niimero maximo de residuos alineados es ¢(m,n).

2.3. Ordenamiento de vecinos estructurales

Dada una estructura de proteina p y una coleccién de estructuras P, la tarea
de obtencién de vecinos estruturales consiste en obtener una permutaciéon de las
estructuras en P ordenadas de acuerdo a la semejanza estructural con p. La
permutacién inducida depende de una funcién de puntuacion f :p x P — R.

En este trabajo, tanto p y cualquier ¢ € P son representadas por sus 26
atributos inducidos por sus clases de ctimulos de residuos. Teniendo esta repre-
sentacion se siguen dos estrategias para definir f y obtener el ordenamiento en

P dada una estructura query p.

Enfoque no supervisado

En el enfoque no supervisado, la medida de similitud entre p y ¢ € P se
define por su distancia eculideana.

Esto es:

26
f(p,q) = Z\/ (pi — 4;)?

Enfoque supervisado

En este enfoque, es necesario un clasificador estructural C': P — R"™ sobre n
clases estructurales. C' arroja la probabilidad de pertenencia de una estructura
a cada una de las n clases.

Se determina la clase ¢ mas probable de la estructura query g y se ordenan
las estructuras de acuerdo a su probabilidad de pertenencia a dicha clase. Esto

es, la funcién de similitud se define como:
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Figura 2.2: Estrategias de obtencién de vecinos estructurales El enfoque
no supervisado (panel izquierdo) consiste en ordenar los vecinos estructurales de
acuerdo a la distancia entre las estructuras en el espacio de atributos Al, A2y
A3. El ordenamiento para la estructura query en morado es C,D.A.B. El enfoque
supervisado (panel derecho) consiste en ordenar las estructuras de acuerdo a la
probabilidad de pertenencia a la clase predicha para la estructura query. En este
caso, las estructuras se representan en el espacio de clases predichas C1, C2y C3.
El ordenamiento final para la estructura query es C,A;D,B | que corresponden

al ordenamiento en la proyeccién de las estructuras sobre C1.

f(p, q) = C(p)argmaxi C(q)i

La Figura 2.2 muestra un esquema comparando ambas estrategias.

2.3.1. Atributos para la representaciéon de secuencias de

proteinas

Varios conjuntos de atributos han sido propuestos para capturar las pro-
piedades de las secuencias de proteinas, algunos de naturaleza biofisica como

peso molecular medio de los aminodcidos, carga e hidrofobicidad [32] y otras de

C3
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{AWM}, {GST},{HPY},{CVIFL},{DNQ}.{ER}.{K}.{X}
p b 2 3 < 5 6 7 8

ATMPYWS
121 33 1 2

12
2

1

13
33

3

1
1 2

WNNRRR
WWNWN M
HFOONWO

Figura 2.3: Obtencién de atributos desde secuencia La secuencia se traduce
a un alfabeto reducido (ntimeros en azul). Luego, se obtienen tuplas de tamafo
2. Todas las permutaciones de una tupla se hacen equivalentes, por ejemplo 12

y 21. Se muestra el conteo de tuplas en el extremo inferior derecho.

naturaleza combinatoria, como la frecuencia de apariciéon de los aminoéacidos o
k-péptidos, es decir, fragmentos de secuencias de longitud & [33]. Un inconve-
niente del uso de k-péptidos es la cantidad exponencial de atributos resultantes,
por ejemplo, el niimero de 2-péptidos posibles son 400, el ntimero de 3-péptidos
son 8000 y en general, se necesitan 20* atributos para representar k-péptidos.
Para aliviar el crecimiento en el niimero de atributos, en este trabajo se consi-
deran equivalentes todas las permutaciones de un k-péptido particular. De esta
manera, el nimero de atributos necesarios para representar cualquier k-péptido

. ) . . 2
es igual al nimero de combinaciones con reemplazo (( ko )), con

(@)

Adicionalmente, se utiliza una reduccion del alfabeto de aminoacidos. Esta estra-
tegia ha sido utilizada para la construccién de k-péptidos y consiste en agrupar
varios aminoécidos y hacerlos equivalentes entre si [34]. En este trabajo se con-
sidera la agrupaciéon F_Ic4 como es utilizada en [35]. La Figura 2.3 muestra un

ejemplo de obtencién de atributos de una secuencia.
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Método para la prediccion de vectores estructurales desde secuencia
Prediccién de vectores estructurales

El procedimiento para generar un vector en 26 dimensiones desde una secuen-
cia se basa en crear tareas de clasificacién independientes para cada componente
(posicién en el vector).

Dada una colecciéon de proteinas con estructura conocida, los pasos princi-

pales para entrenar un predictor de vectores desde secuencia son los siguientes:

1. Crear una base de atributos S para las secuencias
2. Crear una base de vectores V' para las estructuras

3. Entrenar un clasificador sobre los atributos en S para predecir cada posi-

ci6n ¢ en los vectores en V' (ver Figura 2.4)

Este procedimiento contiene varios parametros que afectan las predicciones
finales. En el paso 1, los parametros involucrados son el tamano maximo de tupla
considerada, tipicamente 3, asi como el tipo de mapeo para reducir el tamano
del alfabeto original de 20 a algiin niimero menor (el cual depende del mismo
mapeo). Este mapeo es necesario para lidiar con la explosién combinatoria del
numero resultante de atributos.

En el paso 3, se tiene el clasificador para predecir los valores en cada com-
ponente como otro parametro. Ademas, cada clasificador contiene pardmetros
internos adicionales.

Es importante considerar el ajustar todos estos parametros dependiendo del

objetivo de la prediccién de los vectores.
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17 19 22 23

Figura 2.4: Prediccién de vectores en 26 dimensiones desde secuencia.
La prediccién del valor de cada uno de los 26 componentes en el espacio de

plegados depende de los a atributos de secuencia.
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CAPITULO 3

Resultados

3.1. Sistema de Clases de Cumulos de residuos

Para representar cualquier estructura de proteina se utilizé una generaliza-
cién del concepto de contacto entre un par de residuos a cualquier niimero de
residuos. Estos subconjuntos de residuos en contacto simultdneo son llamados
cumulos de residuos y son distinguidos por su clase, que depende de la conti-
giiidad de los residuos en la estructura primaria; a estos cimulos también se
les conoce como clanes mazimales (del inglés mazimal clique). Al conjunto to-
tal de cimulos de residuos en una estructura de proteina se le llama Sistema de
Clases de Ctmulos de Residuos (SCCRs). Ya que ningtn ctiimulo en este sistema
es subconjunto de ningtn otro, se dice que posee la propiedad de Sperner [36].
Una descripcién detallada sobre la definicion y construccién de dicho sistema se

encuentra en el Apéndice B, seccién 2.2.

Alineamiento de ambientes estructurales

El1 SCCRs puede ser utilizado para definir regiones estructurales; conjuntos

de residuos pertenecientes a varios cimulos (2.2.1). El tamafno méximo observa-
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do de estas regiones es de 13 aminoécidos, lo que permite hacer comparaciones
de isomorfismos basados en algoritmos de teoria de graficas (ver Métodos 2.2.1).
Cada residuo define una regién, y en este caso se denomina ambiente estruc-
tural de dicho residuo. Por lo tanto, residuos de distintas estructuras pueden
ser alineados uno a uno cuando poseen ambientes estructurales equivalentes
(isomorfos). Un ejemplo de dos estructuras y sus ambientes estructuralmente

equivalentes alineados se muestra en la Figura 3.1.

Figura 3.1: Visualizacién de alineamiento estructural basado en regio-
nes. Alineamiento entre la triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae
(7TIM cadena A, izquierda) y Homo sapiens (2VOM cadena A, derecha). Las

regiones del mismo color representan ambientes estructuralmente equivalentes.

Aunque las estructuras comparten varios fragmentos con alta similitud, sélo
algunos ambientes resultan isomorfos debido a la sensibilidad de los ambientes
estructurales a pequenas diferencias en las cadenas laterales. Los ambientes iso-
morfos no necesariamente tienen alguna relacion con la contigiiidad o el orden
de sus residuos en su estructura primaria. Algunos ejemplos de secuencias con

ambientes isomorfos son los siguientes:

= TIIAAAQAG
KKEMDDAA

= NLLKELG A
GVADAHF M

= NKLQAGGY
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L_VHVSKGV

= L EL FTAATLE
HLRRIGRF AG

donde __ denota gaps con uno o mas residuos intermedios. En particular, la

relacién residuo a residuo en el dltimo ejemplo se muestra en la Figura 3.2.

L EL FTAATLE

HLRRIGRF_AG

Figura 3.2: Relacién uno a uno entre residuos de regiones isomorfas Las
lineas muestran los residuos equivalentes en los ambientes isomorfos. Los colores

corresponden a fragmentos contigiios.

Ejemplos como este muestran la existencia de conjuntos de residuos estruc-
turalmente equivalentes, sin ninguna relacién con su contigiiidad ni orden en

estructura primaria.

3.2. Espacio de plegados en 26 dimensiones

Para crear una representacién explicita del espacio de plegados, se crean
vectores posicién en un espacio en 26 dimensiones a partir de estructuras tri-
dimensionales mediante su representaciéon en SCCRs. De aqui en adelante, esta
representacién explicita serd referida simplemente como espacio de plegados. En
la Figura 6 del Apéndice B, se muestra una relacién lineal entre el tamano de
un dominio de proteina y el nimero total de ciimulos de residuos que contiene.
Esta observacién puede ser explicada por la densidad constante de las proteinas

[37]. La cantidad total de ctimulos no puede ser usada como determinante de
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caracterisitcas estructurales, sin embargo, el conteo de clases de ctimulos si es
capaz de reflejar propiedades estructurales globales y locales, como se mostrara
mas adelante.

Para inspeccionar visualmente la estructura del espacio de plegados, se uti-
liz6 un enfoque no supervisado de reduccién de dimensionalidad (Laplacian-
Eigenmaps [38]) sobre el conjunto CATCHOP (Apéndice B 2.1.1). La proyec-
cién en dos dimensiones se muestra en el Apéndice B Figura 8. En esta re-
presentacion, los dominios principalmente « y principalmente 3 se observan en
direcciones opuestas, mientras que los dominios a8 se encuentran entre estos
grupos. Para aprender a diferenciar las clases estructurales de las protenas es
necesario evaluar cuantitativamente la separacién de estas clases, determinar
sus fronteras y determinar si existen distancias caracteristicas entre estructuras

semejantes.

3.3. Propiedades del espacio de plegados

3.3.1. Distancias en el espacio de plegados

Para averiguar si las distancias en esta representacion explicita del espacio
de plegados en 26 dimensiones reflejan directamente la pertenencia de las es-
tructuras de dominios a una misma clase estructural, se calcularon todas las
distancias entre pares de dominios bajo cada nivel de clasificacién en CATH.
La Figura 3.3 y la Figura 3.4 muestran histogramas de distancias Manhattan y
Euclideanas entre todos los pares de dominios bajo las niveles de clasificacion
Clase (C), Arquitectura (CA), Topologia (CAT) y Homologia (CATH). Aunque
las distancias tienden a ser menores a mayores niveles de clasificacion, se observa
un gran sobrelape entre las distancias a estos distintos niveles.

Para cuantificar los valores esperados promedio para pares de dominios
miembros de una mimsa clase, se obtuvieron los intervalos de confianza bayesia-
nos para cada nivel de clasificacién. Los intervalos de confianza para los niveles
C, CA, CAT y CATH son (236.69, 236.81), (189.07, 189.23), (175.05, 175.38) y
(126.07, 126.65) respectivamente para la distancia Manhattan, y (88.50, 88.55),
(69.86, 69.92), (63.58, 63.70) y (44.84, 45.05) para la distancia Euclideana (ver

Cuadro 3.1). Las distancias promedio son estrictamente mayores en niveles de
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Figura 3.3: Histogramas de distancias Manhattan La figura muestra his-
togramas de distancias Manhattan entre cada par de dominios bajo una misma
clasificacién a los niveles de Clase (C), Arquitectura (CA), Topologia (CAT) y
Homologia (CATH)
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Figura 3.4: Histogramas de distancias euclideanas La figura muestra his-
togramas de distancias Euclideanas entre cada par de dominios bajo una misma
clasificacién a los niveles de Clase (C), Arquitectura (CA), Topologia (CAT) y
Homologia (CATH)

clasificacién més amplios con respecto a niveles méas profundos, sin embargo, en
todos los casos la desviciéon en un nivel sobrelapa con la media de los demaés,
de manera que no es posible determinar la pertenencia de un par de dominios

a una misma clase dada tnicamente con su distancia.

Distancias entre diversas conformaciones

La sensibilidad del espacio de plegados a similitudes estructurales locales
fue analizada usando pares de conformaciones en ensambles de NMR. Estas
estructuras pertenecen a una misma proteina sometida a restricciones fisicas y
varian generalmente solo en algunos puntos a lo largo de la cadena principal. Se

calcularon las distancias coseno en el espacio de plegados y la puntuacién TM-
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Nivel I.C. mediap=1 I1C.dep=1 I.Cmediap=2 I1C.de p=2

CATH (126.07, 126.65)  (87.89, 88.30) (44.84, 45.05) (32.48, 32.64)
CAT (175.05, 175.38)  (126.68, 126.91) (63.58, 63.70) (47.04, 47.13)
CA (189.07, 189.23)  (136.87, 136.99) (69.86, 69.92) (52.68, 52.72)
C (236.69, 236.81)  (172.81, 172.89) (88.50, 88.55) (67.31, 67.35)

Cuadro 3.1: Intervalos de confianza bayesianos El cuadro muestra los inter-
valos de confianza bayesianos para la media y desviacién estandar (d.e.) para las
distancias Manhattan (p = 1) y Euclideana (p = 2) para los pares de dominios
bajo cada nivel de clasificacién Clase (C), Arquitectura (CA), Topologia (CAT)
y Homologia (CATH)

score [39] basada en RMSD utilizando [40] entre cada par de conformaciones
en 230 ensambles de NMR (mismo conjunto de datos evaluado en [23]). La
Figura 3.5 muestra el resumen de este experimento; cada punto representa una
comparacion entre un par de conformaciones de un mismo ensamble, posicionado
segiin su similitud medida por TM-align y la distancia coseno en el espacio
de plegados. En esta figura se observa que en una gran cantidad de casos, la
distancia entre pares de conformaciones es menor a la distancia coseno media
de 0.058 observada entre dominios pertenecientes a una misma topologia.

Un ejemplo de comparaciéon entre la similitud reflejada por TM-score y la
distancia euclideana en el espacio de plegados entre conformaciones de un mismo
ensamble y estructuras diferentes bajo una misma topologia se muestra en la

Figura 3.6.

3.3.2. Separabilidad del espacio de plegados

Para determinar si los dominios en el espacio de plegados pueden ser segre-
gados en clases estructurales por algin tipo de frontera de decision se realizé la
prueba de serparabilidad usando el estadistico cut edge weight statistic [41]. El
proceso de prueba de separabilidad con este estadisitico, consistié en la prueba
de hipétesis de que el estadistico obtenido bajo la asignacién de clases segtin

CATH a nivel de Topologia es distinto al estadistico bajo la hipdtesis nula cons-
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Figura 3.5: Relaciéon entre RMSD y distancia coseno entre conforma-
ciones de una misma proteina. Cada punto representa una comparacion
entre un par de conformaciones de un mismo ensamble de NMR, su posicién en
el eje de absicas es la puntuacién TM-score y su posicién en el eje de ordenadas
es la distancia coseno en el espacio de plegados. El color indica el ntimero de
pares encontrados con mediciones equivalentes. La linea roja muestra el inter-
valo de confianza bayesiano (0.055, 0.0613) para la media de distancias coseno

entre dominios miembro de una misma topologia.
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Figura 3.6: Relacién entre RMSD y distancia coseno entre un ensamble
de NMR y dominios bajo la misma topologia. Cada punto representa una
comparacion entre un par de conformaciones de un mismo ensamble de NMR,
su posicion en el eje de absicas es la puntuacién TM-score y su posiciéon en el
eje de ordenadas es la distancia euclideana en el espacio de plegados. En rosa
se muestran pares de conformaciones del ensamble de NMR para el factor de
elongacion TFIIS. En azul se muestran pares de estructuras de dominios bajo

la misma Topologia.

truida asignando una clasificacién al azar. El resultado de la prueba (p = 0),

muestra que los dominios pertenecientes a distintas topologias son separables.

3.4. Prediccion de clasificacion estructural

Para hacer uso de la separabilidad de esta representacién del espacio de ple-
gados, se entreno un clasificador basado en un bosque extremadamente aleatorio
(ERF, por sus siglas en inglés) para asignar clasificaciones automaticas por cla-

se, arquitectura y topologia, de acuerdo a la definicion de CATH. Se realiz6
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una validaciéon cruzada estratificada a 10 iteraciones para evaluar la capacidad
del clasificador ERF para aprender reglas generales del conjunto de datos CAT-
HALL1 obteniendo eficacias de 96.93 %, 88.3% y 84.94 % para los niveles de
Clase, Arquitectura y Topologia respectivamente. También se entrend el clasi-
ficador ERF sobre todo el conjunto de datos obteniendo eficacias mayores al
99 %, (Apéndice B Tabla 1), indicando que prevalecen algunas discrepancias en-
tre las clases predichas y las clases anotadas en CATH (Apéndice B Figura 7).
La capacidad predictiva fue evaluada de la misma forma sobre dominios segiin

SCOP con resultados semejantes (Apéndice B Tabla 3).

3.5. Obtencion de vecinos estructurales

Se ha reportado que ContactLib [42] obtiene el mejor desempefio en encon-
trar vecinos estructurales al compararse contra el mejor método libre de alinea-
mientos FragBag [43]. Por otro lado, FragBag ha reportado mejoras sobre seis
métodos de alineamiento estructural ampliamente utilizados, incluyendo SGM,
PRIDE, BLAST, STRUCTAL, CE and SSM. FragBag fue probado en un sub-
conjunto de dominios en SCOP 1.75B, referido como SCOP30. Tres puntos de
corte SAS20, SAS35 y SAS50 identifican tres tipos de vecindades a 2.0, 3.5 y 5A
respectivamente. SAS20 es el mas sensible y SAS50 el més relajado. La concor-
dancia entre el criterio SAS y asignacién de superfamilia segin SCOP es baja
(Apéndice B Tabla 4). Esta discrepancia puede explicarse con el ejemplo de la
la Figura 3.7, que muestra un ejemplo de estructuras alineables localmente pero
con arquitecturas distintas. Por lo tanto, solo los dominios en cada vecindad
SAS pertenecientes a la misma superfamilia definida por SCOP son considera-
dos vecinos reales. Se calculé el area bajo la curva ROC (AUROC), para probar
la capacidad de la representacion del espacio de plegados para identificar vecinos
reales de acuerdo a los criterios SAS y SCOP; este enfoque fue escogido para
resumir los resultados obtenidos para todos los dominios SCOP analizados. Una
puntuacion AUROC de 1,0 es una puntuacién perfecta, y una puntuacién de 0,5
es esperada de un método aleatorio. Se calcul6 el AUROC de cada estructura
en SCOP30 (3,295 dominios; ver Apéndice B, seccién 2.1.2) usando enfoques

supervisados y no supervisados (ver Métodos).
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Figura 3.7: Alta puntuacion de alineamiento no implica pertenenca a
una misma clase estructural La figura muestra las estructuras del domi-
nio péptido inhibidor ia3 (dldpjb_) y el dominio mio-inositol monofosfatasa
(d2bjia_ ) , estos pueden ser alineados bajo SAS20, ya que toda la estructura
de d1dpjb__ puede ser sobrepuesta con una alfa hélice en d2bjia_ , sin embargo

la arquitectura global es radicalmente distinta.

En el caso no supervisado, las estructuras en SCOP30 fueron ordenadas a
partir de una estructura query usando la distancia euclidiana; esta lista ordenada
fue comparada con los vecinos reales provistos por los criterios SAS y SCOP
para cuantificar la correspondiente AUROC. Las AUROCs medias para este
experimento fueron 0.87, 0.85 y 0.84 para SAS 20, 35 y 50 respectivamente. Por
comparacion, nétese que la mejor puntuacién obtenida en este experimento por
FragBag es 0.747 para SAS20 [23].

Un ejemplo de estructuras vecinas obtenidas mediante este criterio se mues-
tra en la Figura 3.8. Aqui se muestran las cadenas de proteina contenidas en
el PDB cercanas a la estructura de la levansacarasa de Bacillus subtilis (PDB
ID 10YG, cadena A). Se observa que las estructuras obtenidas pertenecen a la

misma proteina en presencia de diferentes ligandos, a la proteina homodloga en
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1111]
1.1.2]

10YGA:Crystal structure of Bacillus subtilis levansucrase

IBYKACrystal structure of B. subtilis levansucrase mutant D247
3BYNA:Crystal structure of B. subtilis levansucrase mutant E342A bound to raffinose
3BYLA:Crystal structure of B. subtilis levansucrase mutant E3424
1PT2A:Crystal structure of levansucrase (E342A) complexed with sucrose f=
30MBB:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y2474
IOMED-Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y2474
38¥)A:Crystal structure of 8. subtilis levansucrase mutant DBEA

30MEC Crystal o f B. meg; e miustant Y2474
IOMAB:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant K373A
30M4A Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant K373A
30OMS5C.Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant N2524
IOMAC:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant K373a
30M7ACrystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y24 7W
30MEA:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y2474
I0MAD:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant K3734 F

30M5D-Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant N2524

30M7B.Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y247W

30OM7C:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y247W

30M7D:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant Y247W

30MS5B:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant N2524

30MZA:Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant D257

30MSA-Crystal structure of B. megaterium levansucrase mutant N2524

FAKHACrystal structure of exo-1,5-aipha-L-arabinafuranosidase complexed with aipha-1,5-L-arabinafuranctriose

4GZAG:Complex of mouse Plexin AZ - Sernapharin 3A - Neuropilin-1

1047AStructure of the Semapharin 34 Aeceptor-Binding Moduly

2VDTACRAYSTALLOGRAPHIC STRUCTURE OF LEVANSUCRASE FROM BACILLUS SUBTILIS MUTANT S1644

ITICO:Crystal structure of 1957 pandemic HZN2 neuraminidase complexed with zanamivic

ATIAD:Crystal structure of 1957 pandemic H2ZNZ i with

ITIBC:Crystal structure of 1957 pandemic H2NZ i with lani

Figura 3.8: Estructuras en el PDB cercanas a la levansacarasa de Ba-
cillus subtilis (10YG cadena A). Se muestra en cidigo de colores las di-
ferencias en los valores de cada uno de los 26 componentes de la estructura
query y las estructuras cercanas. La primer estructura encontrada es la misma

estructura query, de manera que la diferencia en todas las componentes es 0.

B. megaterium y algunas mutantes de estas. Adicionalmente se observa algo
de cercania con estructuras de semaforinas y neuraminidasas.
Estas distintas familias estructurales pueden ser identificadas por agrupa-

miento jerdrquico como se muestra en el dendrograma de la Figura 3.9.
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Figura 3.9: Denrograma de vecinos cercanos a la levansacarasa de Ba-
cillus subtilis. Dendrograma construido por agrupamiento jerarquico de las
estructuras cercanas a la estructura 10YG cadena A. Se observa la segrega-
cién de familias estructurales de levansacarasas (cian), neuraminidasas (verde)

y semaforinas (azul).
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Figura 3.10: Histogramas de puntuaciones AUROC Histogramas en escala
logaritmica de las puntuaciones AUROC obtenidas en la tarea de obtencién de

vecinos estructurales a los niveles SAS20 y SAS50.

En el anélisis supervisado, AUROCS fueron obtenidas entrenando un clasifi-
cador ERF con un subconjunto de SCOP excluyendo las estructuras en SCOP30
(ver Apéndice B seccién 2.1.2). Entonces, para una estructura query se predice
su clase, y el ordenamiento del resto de los dominios es determinado por las
log-probabilidades de pertenecer a la clase predicha. Las puntuaciones AUROC
obtenidas con este enfoque para SAS 20, 35 y 50 son 0.950, 0.940 y 0.935, mien-
tras ContactLib alcanza 0.956, 0.918 y 0.906. ContactLib reporta que el 75 % de
sus puntuaciones son mayores a 0.935, mientras que con este enfoque, la pun-
tuacién AUROC més baja para el 75 % de las estructuras es 0.958. Para SAS35
vy SAS50, 75 % de las puntuaciones AUROC son mayores a 0.939 y 0.929 res-
pectivamente. Con este enfoque, la puntuacion AUROC mediana para cualquier
nivel SAS es mayor a 0.99 (véase Apéndice B Tabla 4 para un resumen de estas
puntuaciones). La Figura 3.10 muestra estas puntuaciones AUROC en escala

logaritmica para los niveles SAS20 y SAS50.

10
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3.6. Prediccion de plegados a partir de secuen-

Cla

En este apartado se propone una representacion de secuencias de proteinas
mediante un ntmero fijo de atributos y se explora un enfoque de aprendizaje
profundo que incorpora informacién de secuencia y atributos estructurales para
la predicciéon de plegados. En particular, este estudio se centra en evaluar la
predicciéon de plegado a partir de secuencias muy divergentes, es decir, secuencias

con poca o nula similitud detectable a secuencias conocidas.

3.6.1. Prediccién de vectores de clases de ctiimulos de re-

siduos desde secuencia

Como se ha mencionado previamente, los enfoques basados en similitud en
secuencia para prediccién de plegado dependen de la disponibilidad de suficientes
secuencias y estructuras semejantes. En consecuencia, la disponibilidad de datos
de secuencias y estructuras conocidas pero con poca semejanza a una secuencia
de interés no puede ser incorporada por estos métodos.

En esta seccion se presenta una representacion del espacio de secuencias inde-
pendiente de alineamiento y parcialmente independiente del orden (ver Métodos
2.3.1). Con esta representacion se explora la capacidad de predecir correctamen-
te el plegado de una proteina a partir de su secuencia mediante la estimacion
del vector en 26 dimensiones que la representa (SCCRs; ver seccién 2.2).

El poder realizar una buena aproximacion de este vector a partir de la se-
cuencia de una proteina puede ser utilizado directamente para responder algunas
de las preguntas que se pueden responder con la estructura completa. Anticipa-
mos los siguientes cuatro escenarios para el resultado de estas predicciones de

vectores.

A La posicién de los vectores predichos desde secuencia es igual a la de los

vectores reales derivados directamente de la estructura.

B La posicién de los vectores predichos desde secuencia es cercana a la de los

vectores reales derivados directamente de la estructura. Sin embargo, la
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distribucién de los vectores mantiene las ventajas de la distribucién real

para aprendizaje automatico.

C La posicion de los vectores predichos desde secuencia es muy distinta a la
de los vectores reales derivados directamente de la estructura. Ademads,
la distribucién de los vectores no mantiene las ventajas de la distribucién

real para aprendizaje automaético.

C La posicién de los vectores predichos desde secuencia puede o no ser cercana
a la de los vectores reales derivados directamente de la estructura. Sin em-
bargo, la distribucién de los vectores supera las ventajas de la distribuciéon

real para aprendizaje automético.

La Figura 3.11 muestra una representacion de estos cuatro casos. Cada punto
representa un vector predicho desde una secuencia, y el color representa algu-
na clase estructural (conocida tnicamente a partir de la estructura explicita
tridimensional)

El procedimiento para la prediccién de vectores estructurales desde secuencia

se describe en Métodos 2.3.1

Evaluacién de predicciones de vectores estructurales

Para evaluar la bondad de la distribucién de los vectores predichos, se utili-
zaron estos vectores como atributos para tareas de clasificacién estructural. Se
utilizaron 168,964 dominios definidos en CATH version 3.5. Se crearon atributos
para las secuencias basados en combinaciones con remplazo para fragmentos de
secuencia de longitud 2 y 3 sobre un alfabeto de aminoéacidos reducido descrito
anteriormente como FrC4 [35].

Se entrend para una clasificacion binaria con regresién logistica para cada
valor posible en cada componente del vector estructural.

Se evalué la eficacia de las predicciones mediante validacién cruzada a diez
iteraciones con un ensamble de 25 arboles extremadamente aleatorios.

Esta evaluacion se realizd sobre los vectores estructurales reales y sobre los
atributos de secuencia crudos.

El Cuadro 3.2 muestra las calificaciones obtenidas por cada conjunto de

datos.
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Figura 3.11: Escenarios posibles para la prediccion de vectores estructurales a
partir de secuencia. A) Prediccién perfecta de posiciones / buena separabilidad,
B) Prediccién buena de posiciones / buena separabilidad, C) Mala prediccién de
posiciones / mala separabilidad, D) Mala prediccién de posiciones / muy buena

separabilidad.
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Cuadro 3.2: Eficacia de predicciénes sobre diferentes tipos de atributos

nivel CATH /dataset ‘ v26d real v26d predicho atributos de secuencia

C 0.966 0.968 0.985
CA 0.882 0.950 0.977
CAT 0.838 0.943 0.974

Calificaciones de validacién cruzada para prediccién de clasificaciones estructu-
rales CATH sobre los vectores estructurales reales, vectores predichos y sobre

atributos crudos de secuencia.

Comparacién de vectores reales y predichos

Como se mostrd en la seccién anterior, la distribucién de los vectores predi-
chos desde secuencia (vectores predichos) resulta mds bondadosa para la tarea
de prediccién de clasificacion estructural, que los vectores obtenidos desde es-
tructura (vectores reales). Sin embargo, este resultado no da informacion acerca

del parecido entre los espacios donde se encuentran estos vectores.

Cada vector estd definido por su sentido y magnitud, de manera que una
forma de comparar el parecido entre los puntos provenientes de estructura y
los predichos desde secuencia, es comparar los cambios en sus magnitudes y su

sentido, resumido en el dngulo formado por ambos puntos.

La figura 3.12 muestra los parecidos en estas propiedades dada una seleccion
particular de pardmetros. Aqui, cada punto refleja el parecido entre los vectores
que representan a un dominio en particular. La posicién depende de la magnitud
del vector real y predicho que representa a tal dominio. El color es la distancia
coseno entre ambos vectores. Si dos vectores a y b estan separados por un dngulo

0, la distancia coseno estd definida como

a-b

1—cos(0)=1— ——
|al[b]

Noétese que los vectores con igual magnitud caen sobre la diagonal de esta

figura.
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Figura 3.12: Parecido entre las posiciones de los vectores predichos y reales.
Cada punto representa un dominio. La posiciéon estd dada por las normas de su
vector real y su vector predicho. El color estda dado por la distancia coseno que

los separa. Una distancia 0 implica un angulo 0, mientras que una distancia de

s

1 implica que ambos vectores estdn separados por un dngulo 5

3.6.2. Estado actual en la prediccion de plegado desde se-

cuencia

La prediccion del plegado de una proteina a partir de la informacion de
secuencia permanece como un problema abierto, en el sentido en que se des-
conocen los detalles que rigen la relacion secuencia-estructura. En la practica,
es posible obtener buenas predicciones de plegado a partir de secuencia si se

conocen las estructuras resueltas para una familia de secuencias semejantes a
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la secuencia de interés. Sin embargo, la prediccion de plegado de una secuencia
sin parecido claro a alguna proteina de estructura conocida contintiia siendo una
tarea mucho mas complicada con resultados menos satisfactorios. La comuni-
dad de prediccion de estructura distingue este par de tareas como prediccion de
estructura basada en templados (template-based prediction) y como modelado
libre (free-modeling prediction).

La evaluacién de las predicciones basadas en templados consiste en comparar
la estructura real y la predicha mediante algiin método de alineamiento estruc-
tural, sin embargo, en el caso de las predicciones libres, la estructura predicha no
resulta tan parecida a la estructura real. El poder de los métodos automatizados
para distinguir caracteristicas estructurales locales de predicciones estructura-
les globales resultan no ser discriminativos, de manera que la evaluacion de la
calidad general de las predicciones requiere inspeccién manual [44].

En el caso de modelado libre existen dos posibilidades principales; la secuen-
cia no comparte similitud en secuencia detectable con secuencias conocidas, pero
adopta un plegado conocido, o bien adopta un nuevo plegado. La distinciéon entre

estos casos también requiere inspecciéon visual.

Estado actual de la eficacia de predicciones en modelado libre

A lo largo de estos experimentos CASP[1] se pueden notar algunas tendencias
a cerca del desempeno de los enfoques para la prediccién de modelado libre.
Primero, se observa desde los experimentos CASP6 y CASP7 (anos 2004 y
2006) que la precisién de los métodos medida por la puntuacién GDT__TS [45],
decrece al aumentar el tamano de la secuencia objetivo [46], como se muestra
en la Figura 3.13.

Por otra parte, el tamano medio de las secuencias objetivo ha disminuido
en cada experimento. Sabiendo que secuencias mas pequenias obtienen mejores
puntuaciones, y que en cada nuevo experimento el tamafio medio de los obje-
tivos es menor [47] como se muestra en la Figura 3.14, no es evidente que los
métodos de prediccién de estructura hayan realmente mejorado como se puede
suponer al revisar los resultados en los experimentos mas recientes. Por ejemplo,
reconociendo que las proteinas pueden poseer varios dominios, es posible que la

mejoria en las predicciones de la estructura de proteinas se deba en parte a
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Figura 3.13: Puntuaciones GDT TS medias como funcién de la secuencia ob-

jetivo. Figura tomada de [46].
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Figura 3.14: Comparacion de la longitud de secuencia promedio para los modelos
libres de templado en CASP6, CASP7 y CASP8. Figura tomada de [47].

haber eliminado la necesidad de predecir correctamente los dominios presentes
en una secuencia.

Una caracteristica general de los modelos libres de templado predichos es
su baja calidad en términos fisicos. Independientemente de capturar las carac-
teristicas globales del plegado real, los modelos tienden a no formar incluso
correctamente algunos elementos de estructura secundaria, como los puentes de
hidrégeno tipicos en las hojas beta [44]. Esto sugiere que es necesario adoptar
nuevas estrategias que contribuyan a mejorar las predicciones de la estructura

de proteinas, principalmente en el modelado libre de templado.

Dificultad de las secuencias objetivo

Distintas proteinas poseen diferentes niveles de dificultad para su modelado,
por lo que cualquier comparaciéon entre la capacidad predictiva puede carecer
de sentido sin su relacién con esta dificultad [4]. Una medida de dificultad para
una secuencia objetivo puede ser la semejanza que posee con el templado méas
cercano.

La Figura 3.15 muestra la distribucién entre la dificultad de los objetivos para

todos los experimentos CASP, como una funcién de la similitud en estructura y
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Figura 3.15: Distribucién de la dificultad de las secuencias objetivo. Figura to-
mada de [4].

secuencia entre la estructura experimental de cada objetivo y el mejor templado
disponible.
La Figura 3.16 muestra las puntuaciones del mejor modelo predicho para

cada objetivo en funcion de la dificultad.

3.6.3. Evaluacion de predictores de plegado de secuencias

divergentes

Esta seccién aborda una estrategia para la prediccién de plegado de secuen-
cias con baja similitud a las secuencias conocidas. El plegado en este contexto
es la prediccion de la clasificacién estructural a nivel de arquitectura o topologia
segin CATH a partir de la secuencia de una proteina.

Como se mostro en la Tabla 3.2, el desempeno de un predictor de clasificacio-
nes estructurales basado solo en atributos de secuencia (espacio de secuencias)
resulta superior al predictor sobre el espacio de plegados en 26 dimensiones
basado en las clases de cimulos de residuos (espacio de plegados real). El pre-
dictor basado en la estimacion del espacio en 26 dimensiones desde atributos de

secuencia (espacio de plegados predicho) muestra un desempeiio intermedio.
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Figura 3.16: Puntuaciones GDT__TS del mejor modelo en funcién de la dificultad

de la secuencia objetivo. Figura tomada de [4].
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De estos resultados surgen dos preguntas principales; primero, ;por qué el
desempeno del predictor sobre el espacio de secuencias supera al predictor sobre
el espacio de plegados real?, y segundo, ; para qué considerar entonces el espacio
de plegados real y predicho en lugar de sélo considerar el espacio de secuencias?
Una respuesta a la primer pregunta puede ser que cada familia resulta en una
regiéon bien definida y segregada en el espacio de secuencias, pues sus secuencias
miembro tienen gran semejanza, de manera que los vectores de atributos que
las representan estdan bastante cercanos. Aunque cada familia perteneciente a
una misma clase estructural se encuentre lejana una de la otra, las reglas para
separar cada una independientemente son sencillas y se pueden aprender por

separado.

En el caso del espacio de plegados real, las secuencias que adoptan un mismo
plegado convergen en una misma region con fronteras de decision mas compli-
cadas. Es decir, la motivacién para considerar el espacio de plegados y no tinica-

mente el espacio de secuencias proviene justo de los puntos recién mencionados.

El objetivo de aprender el mapeo del espacio de secuencias al espacio real,
es lograr hacer converger familias de secuencias potencialmente distantes a una
unica regiéon. Las reglas de mapeo se extraen de todas las secuencias hacia todas
las clases estructurales, es decir, ninguna informacion acerca de la pertenencia

a alguna clase estructural es tomada en cuenta al aprender este mapeo.

Todo esto implica que la capacidad de mapear correctamente cualquier se-
cuencia a su regiéon en el espacio de plegados correspondiente implica la capa-
cidad de predecir clasificaciones estructurales de secuencias ain sin contar con

ejemplos semejantes.

La evaluacién de la capacidad predictiva de topologia a partir de secuencia
se realiz6 con una familia de secuencia a la vez. Las familias son definidas por
su clasificacién H en CATH.

En cada evaluaciéon, todas las secuencias pertenecientes a una familia son
eliminadas del conjunto de entrenamiento, luego se realizan las predicciones de
topologia para cada una de las secuencias removidas. La puntuacién de eficacia
es la fracciéon de estas secuencias con una prediccion correcta sobre el niimero de
secuencias de la familia. La media de eficacia obtenida para el enfoque basado

en secuencia (seq) y para el enfoque de aproximacién al espacio de plegados
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(rce) es 0.131 y 0.113 respectivamente. Si se considera en cada caso la mejor
prediccién de seq y rce, se obtiene una media de 0.16. Muchas de las eficacioas
son 0.0 , es decir, ninguno de los miembros de la familia evaluada fue predicho
con su topologia correspondiente. La media de las predicciones para seq y rcc
excluyendo ceros es de 0.519 y 0.447 respectivamente. La media de las mejores
predicciones excluyendo ceros es de 0.55

La Figura 3.17 muestra un histograma comparativo de las eficacias de ambos
enfoques. Aunque la distribucién global de eficacias es muy similar, las eficacias
son muy distintas en cada familia como se muestra en la Figura 3.18. Se ob-
serva poca correlacion entre las eficacias de ambos enfoques. Los valores de las
diferencias entre eficacias se muestran en la Figura 3.19.

Esta estrategia fue utilizada para predecir la topologia de las secuencias
objetivo del experimento CASP12. Los resultados atin no pueden ser evaluados,

pero las predicciones se muestran en el Apéndice A, seccién A .
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Figura 3.17: Histograma de eficacias. Se muestra la cantidad de eficacias en

cada rango para los enfoques SEQ y RCC
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Figura 3.18: Comparacion de eficacias de prediccion de topologia a
partir de secuencia (seq) y a partir de predicciéon del vector en 26
dimensiones (rcc) Cada punto representa una familia definida a nivel de H en
CATH. La eficacia es medida como la fraccién de sus miembros predichos bajo

la topologia correcta
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Figura 3.19: Diferencias entre eficacias de prediccion de SEQ y RCC
Cada punto corresponde a la evaluacion de una familia completa. Las diferencias

estan ordenadas ascendentemente.
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CAPITULO 4

Discusién

Representacion de estructuras de proteinas mediante ctimulos de re-

siduos

En el presente trabajo se introduce una representacién de la estructura de
proteinas usando una Familia de Sperner definida por ciimulos de residuos que
estan en proximidad en el espacio tridimensional. En la Figura 6 Apéndice
B se muestra una relacién lineal entre el tamano de la proteina y el niimero
total de tales cimulos que puede ser asociada con la densidad casi constante
de proteinas. La pequena desviacion en el ntimero de ctiimulos para proteinas
pequenas también es consistente con la observacion de que proteinas pequenas

tienden a tener densidades promedio mayores [37].

Se encontrd que las proteinas usualmente no contienen ctimulos mayores a
seis residuos, independientemente de la composicién de estructura secundaria.
Por lo tanto ciimulos de residuos de tamano tres hasta seis fueron identificados

de acuerdo a la contigiiidad de residuos en secuencia.
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Representacion del espacio de plegados

Este Sistema de Clases de Ctimulos de Residuos es usado para construir un
modelo de espacio vectorial del espacio de plegados de proteinas en 26 dimensio-
nes (ver Figura 8 Apéndice B). Esta representacion de la estructura de proteinas
puede ser usada para probar la separabilidad de los plegados de proteinas in-
dependientemente de medidas de similitud (ej. desviacién cuadrada media) o el

uso de cualquier clasificador particular.

Separabilidad del espacio de plegados

Se ha probado que el Cut Edge Weight Statistic es una prueba apropiada
para la separabilidad y consecuentemente aprendibilidad de cualquier conjunto
de datos [41]. De cualquier manera, el uso de esta prueba requiere construir una
Gréfica de Vecinos Relativos (RNG por sus siglas en inglés) que consume O(n?)
operaciones, (donde n es el nimero de estructuras de proteinas analizadas; ver
Métodos 2.4 Apéndice B). Aqui se muestra que una grafica HSP puede ser
construida mas rapido que una RNG y se demuestra que una HSP siempre
contiene a una RNG, por lo tanto, HSP puede ser usada como alternativa para
generar la RNG en O(n?) amortizado. Se probé la separabilidad de este espacio
con dominios y clases reportadas en CATH a nivel de topologia y se encontrd que

es posible aprender automaticamente esta estructura del espacio de plegados.

Visualizacion del espacio de plegados

Para una vista intuitiva del espacio de plegados, la Figura 8 Apéndice B
presenta un encajamiento en dos dimensiones coloreados de acuerdo a su Clase.
Aunque todos los atributos en 26 dimensiones no pueden ser preservados en tal
encajamiento, se puede apreciar que los dominios af se encuentran entre los
dominios principalmente « y principalmente 5. Seguido de esto se ejecutaron
diferentes pruebas para determinar si esta separacién reproduce la separacion

propuesta por CATH.
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Clasificacién estructural automaéatica

Las puntuaciones de un clasificador ERF para identificar correctamente la
clase estructural a la que pertenecen diferentes proteinas (Tabla 1 Apéndice B),
muestran un buen desempefio en una prueba de validacién cruzada. La puntua-
cién obtenida de 0.969 para predecir la Clase segtin CATH puede ser comparada
directamente con la puntuacién 0.857 reportada por [48]. Una puntuacién casi
perfecta se obtiene cuando se evaltia usando el mismo conjunto de entrenamien-
to y prueba. Aunque no existe confusion entre este ERF y CATH en clasificar
proteinas de las clases principalmente « y principalmente 3, hay varias diferen-
cias entre a3 y principalmente « o principalmente 5. Algunos ejemplos de estas
discrepancias se presentan en la Figura 7 Apéndice B, donde las clases predi-
chas por el ERF parecen visualmente ser mas convenientes que la asignacion
CATH. En el contexto del espacio de plegados, estas estructuras pueden estar
en una region poblada con dominios pertenecientes a la clase predicha, pero que
representan un problema con la asignacion original dada por CATH, como ha

sido mencionado previamente por los mismos desarrolladores de CATH [22].

Método para la obtencion de vecinos estructurales

Para la tarea de obtencién de vecinos estructurales, se mostré que esta re-
presentacién en modelo de espacio vectorial del espacio de plegado de proteinas
supera a FragBag [43] usando la distancia euclideana. Sin embargo, este en-
foque no supera los resultados obtenidos por ContactLib [42]. Esta tendencia
en este enfoque puede ser explicada al considerar que estructuras de proteinas
bajo la misma clasificacién estructural pueden tener fronteras de decision que la
distancia no puede detectar con facilidad, como se noté en la Figura 1.3. Cuan-
do un enfoque supervisado es utilizado para aprender las fronteras de decision,
nuestros resultados superan a ContactLib en términos de la AUROC media y
de la distribuciéon de puntuaciones AUROC en general, pero es practicamente
idéntico en el caso de la AUROC media para SAS20. El resultado de que al
usar dos enfoques diferentes se obtenga un punto meseta alrededor de 0.96 de
AUROC media, sugiere una frontera superior consecuencia de la asignacion de
Superfamilia en SCOP. En cualquier caso, las puntuaciones de validacién cruza-

da presentadas aqui pueden servir como base para predictores futuros sobre esta
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representacion del espacio de plegados para aprender asignaciones de CATH y
SCOP.

Clasificacion estructural automatica desde secuencia

Se propone una estrategia de obtencién de atributos de secuencia que per-
miten eficacias de prediccién de plegado de mayores a 0.97. Sin embargo, es-
ta capacidad disminuye si se eliminan secuencias semejantes a la secuencia de
interés. Para reducir la dependencia de ejemplos directamente semejantes, se
propuso la estrategia de estimar la posicién de la secuencia en el espacio de
plegados. Las eficacias medias en la prediccién de plegado desde secuencia o
desde la estimacion en el espacio de plegados son bastante parecidas, al rededor
de 0.5. Los aciertos de ambos enfoques pueden ser sobre las mismas secuen-
cias, sin embargo, en varios casos uno de los enfoques tiene aciertos, mientras el
otro no. Esto muestra que la estrategia de transformar el espacio de secuencias
en el espacio de plegados permite inferir correctamente la topologia de algunas
secuencias cuando la informacién de similitud detectable en las secuencias es
insuficiente. Queda por determinar si es posible anticipar cudndo uno de los
dos enfoques tendra mejor desempeno que el otro e idear alguna estrategia que

combine ambas predicciones.

Perspectivas tecnolégicas y mejora de resultados

Los resultados en este trabajo dependen en gran medida de los algoritmos
de aprendizaje de maquina utilizados, pero las estrategias generales propuestas
permiten la utilizacién directa de otros algoritmos. Una familia de algoritmos
con gran desarrollo al momento de escribir este trabajo son las redes nueronales
artificiales. Estas redes ya estan siendo utilizadas para explorar la posibilidad
de superar algunos de los resultados reportados aqui.

Ademaés de mejorar los resultados presentados, espero que la representacion

mostrada aqui sea de utilidad en otras tareas atin no exploradas.
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CAPITULO b

Conclusion

En resumen, se mostr6 una representacion del espacio de plegados de protei-
nas que reproduce aspectos basicos del empacamiento de proteinas. Se describié
un algoritmo eficiente para probar la separabilidad de este espacio vectorial y
se mostré que nuestra representacién del espacio de plegados de proteinas es
separable y consecuentemente aprendible por cualquier clasificador. Esta pro-
piedad fue usada para la prediccién directa de clasificaciones estructurales y
para la tarea de obtener vecinos estructurales de proteinas. Se propuso ade-
mas un modelo de espacio vectorial para el espacio de secuencias, se mostré
que esta representacién obtiene buenas eficacias para la tarea de predicciéon de
clasificaciones estructurales, pero no supera las limitaciones de abundancia de
secuencias semejantes conocidas. Se exploré la fusién de los espacios de secuencia

y de plegados para aliviar este problema con resultados prometedores.
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APENDICE A

Prediccion de topologia para objetivos en CASP12
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Cuadro A.1: Prediccién de topologia CASP12. Parte 1

target seq rec target seq rce target seq rce

T0859 2.60.40 2.60.40 | T0860 2.60.40 2.60.40 | T0861 3.40.50 3.20.20
T0862 3.40.50 3.40.50 | T0863  1.10.630  3.20.20 | T0864  3.40.50 3.40.50
T0865 1.10.10 1.20.5 T0866  2.170.170  2.60.40 | T0867  2.60.40 2.30.42
T0868 3.40.50 3.40.50 | T0869  1.10.533  3.40.50 | T0868 3.40.50 3.40.50
T0869  1.10.533  3.40.50 | TO0870 1.20.5 3.40.50 | T0871 3.20.20 3.20.20
T0872 2.30.30 1.10.10 | T0873 3.20.20 3.40.50 | T0874  2.60.40 3.40.50
T0875 2.60.40 2.60.40 | TO0876 3.40.50 2.60.40 | T0o877  3.40.50  2.60.120
TO0878 3.40.50  1.10.630 | T0879 3.40.50  2.60.120 | T0880 3.40.50 2.60.40
T0881 2.60.40  2.60.120 | T0882 3.30.70 3.10.20 | TO883  2.60.120  2.60.120
T0884 2.60.40 2.10.70 | T0885  3.30.390  1.10.10 | T0886 3.40.50  2.160.20
T0887  3.40.50  1.10.490 | TO0888 2.60.40 2.60.40 | T0889 3.40.50 3.40.50
T0890  3.30.565  3.40.50 | TO0891 3.40.50 3.40.50 | T0892 3.40.50 3.40.50
T0893 3.40.50 3.20.20 | T0894 3.40.50 3.40.50 | TO895  2.60.120  2.60.40
T0896 3.20.20 3.20.20 | T0897  3.20.20 3.40.50 | T0898 3.40.50  1.10.357
T0899 3.20.20 3.20.20 | T0900 2.60.40 2.60.40 | T0901 3.20.20 3.40.50
T0902 2.60.120 3.20.20 | T0903 3.20.20 3.20.20 | T0904 3.40.50 3.20.20
T0905 3.40.50 3.20.20 | T0906 3.40.50  1.10.630 | TR862  3.40.50 3.40.50
T0907  2.120.10  3.40.50 | T0908 2.60.40 2.60.40 | TR872  2.30.30 1.10.10
T0909 3.40.50  2.60.120 | T0910 3.20.20 3.20.20 | TR879  3.40.50  2.60.120
T0911 3.40.50  1.10.620 | TR868  3.40.50 3.40.50 | T0912 3.20.20 3.20.20
TR869 1.10.533  3.40.50 | T0913 1.10.630  3.20.20 | TR&70 1.20.5 3.40.50
Ts886 3.40.50  2.160.20 | T0914  3.40.50 3.40.50 | T0915 2.60.40  2.60.120
TR866 2.170.170  2.60.40 | T0916 3.40.50 3.40.50 | T0917  2.140.10 2.120.10
TR882  3.30.70 3.10.20 | T0918 3.20.20 3.20.20 | TR877  3.40.50  2.60.120
T0919 3.20.20  2.160.20 | TR876  3.40.50 2.60.40 | T0920 3.40.50 3.20.20
TR874  2.60.40 3.40.50 | Ts894 3.40.50 3.40.50 | Ts895  2.60.120  2.60.40
T0921 2.60.40 2.40.70 | T0922 2.40.10 2.30.30 | TR875  2.60.40 2.60.40
T0923 3.20.20 3.20.20 | TR881 2.60.40 2.60.120 | T0924 1.10.10 1.10.287
TR884  2.60.40 2.10.70 | TR885 3.30.390  1.10.10 | T0925 2.30.42 1.10.10
T0926 1.20.5 1.10.30 | T0927  3.30.70  1.10.287 | T0928 3.20.20 3.20.20
T0929 2.60.40 2.60.40 | TR887  3.40.50  1.10.490 | Ts866  2.170.170  2.60.40
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Cuadro A.2: Prediccién de topologia CASP12. Parte 11

target seq rce target seq rce target seq rec
T0929 2.60.40  2.60.40 | TR887 3.40.50 1.10.490 | Ts866  2.170.170  2.60.40
T0930 1.10.630 3.20.20 | T0931  3.40.50 1.10.490 | T0932 3.40.50 3.40.50
T0933  3.40.50 2.160.20 | T0934  3.20.20  3.20.20 | TR890  3.30.565  3.40.50
TR891 3.40.50  3.40.50 | T0935 2.60.120 2.60.40 | T0936  1.10.357  3.40.50
TR893 3.40.50  3.20.20 | T0937 3.20.20  3.20.20 | T0938 3.20.20 3.40.50
TR896  3.20.20  3.20.20 | T0939  3.40.50 1.10.520 | T0940  3.30.930  3.20.20
TR901  3.20.20  3.40.50 | T0941 1.10.630  3.20.20 | TR905  3.40.50 3.20.20
T0942  3.20.20  3.20.20 | TR909 3.40.50  2.60.120 | T0943 3.20.20 3.20.20
T0944  3.20.20  3.40.50 | TR898  3.40.50  1.10.357 | T0945 3.20.20 3.40.50
T0946  3.20.20  2.120.10 | TR912  3.20.20  3.20.20 | TR913 1.10.630  3.20.20
T0947  3.40.50  3.40.50 | T0948  3.40.50  3.40.50 | TR928  3.20.20 3.20.20
TR921 2.60.40  2.40.70 | TR922 2.40.10  2.30.30 | TR594  3.40.50 3.40.50
TR894 3.40.50  3.40.50 | TR895 2.60.120 2.60.40 | TR694  3.20.20  2.160.20
Ts909  3.40.50  2.60.120 | TR910  3.20.20  3.20.20 | TR520  3.40.50 3.20.20
TR920  3.40.50  3.20.20 | Ts899  3.20.20  3.20.20 | TR917 2.140.10 2.120.10
TR945 3.20.20  3.40.50 | TR948 3.40.50  3.40.50 | Ts942 3.20.20 3.20.20
TR942 3.20.20  3.20.20 | Ts901  3.20.20  3.40.50 | TR947  3.40.50 3.40.50
Ts947  3.40.50  3.40.50 | TR944 3.20.20  3.40.50 | Ts896 3.20.20 3.20.20
Tx894  3.40.50  3.40.50 | Tx895 2.60.120 2.60.40 | Ts941  1.10.630  3.20.20
Tx892  3.40.50  3.40.50
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Motivation: Protein fold space is a conceptual framework where all possible protein folds exist and ideas
about protein structure, function and evolution may be analyzed. Classification of protein folds in this
space is commonly achieved by using similarity indexes and/or machine learning approaches, each with

Results: We propose a method for constructing a compact vector space model of protein fold space by
representing each protein structure by its residues local contacts. We developed an efficient method
to statistically test for the separability of points in a space and showed that our protein fold space
representation is learnable by any machine-learning algorithm.

Availability: An API is freely available at https://code.google.com/p/pyrcc/.
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1. Introduction

All possible protein folds are assumed to occupy an abstract
space referred to as fold space. This fold space has become a con-
ceptual framework to unify ideas about protein structures with
protein function and protein evolution (Cheng and Brooks, 2013).
For instance, it is debated whether this space is discrete or contin-
uous (Kolodny et al., 2006; Skolnick et al., 2009; Sadreyev et al.,
2009). Relevant to our study is the common use of protein similar-
ity measures (e.g., root mean square deviation or RMSD) aimed to
infer their proximities in this space (Minary and Levitt, 2008). In
this case, the inference derived from such measurements assumes
that the proximity of protein folds is the only relevant property to
explain protein fold evolution and function.

Instead of focusing only on the proximity of protein folds, vector
space models have been used to expand the protein fold space rep-
resentation. In this space, each protein structure is represented in a
fixed dimension space (e.g., euclidean space) by a point (position
vector); adjusting the positions of these vectors by approximating
their relative distances to protein similarity measures may derive
these position vectors. For example, using sequential structure
alignment program scores between each pair of structures as a
protein similarity measure (Orengo and Taylor, 1996), followed

* Corresponding author. Tel.: +44 000 0000000; fax: +44 000 0000000
E-mail address: gdelrio@ifc.unam.mx (G. Del Rio).

http://dx.doi.org/10.1016/j.compbiolchem.2015.07.010
1476-9271/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

by multi dimensional scaling allowed the assignment of positions
vectors representing each protein structure (Michie et al., 1996).

Using DALI as similarity measure, Holm (Holm and Sander,
1998) showed two-dimensional projections to explore protein
neighbors in fold space. DALI has also been used as similarity mea-
sure to visualize class distribution and fold usages between two
bacterial species (Hou et al., 2003) and to explore protein func-
tion assignment based on position on this fold space representation
(Hou et al., 2005).

Fold space constructions based on protein structure similari-
ties have two important limitations. First, the time needed to run
a structural comparison for each pair of structures is restrictive:
25000 central processing unit hours were needed for calculating
similarities between 1898 protein structures (Hou et al., 2005).
Second, the position of each point depends heavily on the set of
structures being analyzed, and in such case the inclusion of a single
new structure can displace all previously assigned positions; thus,
there are as many fold space representations as different protein
structures data sets, even adopting a unique similarity score.

An alternative fold space representation may be built by
assigning the position of the vector considering only the structural
features of the protein it represents. In this way, a new structure
can find its location in this fold space without altering the existing
ones. One implementation of a vector space model is FragBag
(Budowski-Tal et al., 2010), which represents protein structures in
400 dimensions; here, each component in the vector representing
a protein fold corresponds to the number of occurrences of a
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Fig. 1. Proximity in space does not always imply membership to a class. The
figure illustrates cases where proximity in a space does not imply membership to a
class. Cross points define a class where distances between every pair of its members
should be less than the distance to any point belonging to other class, an assumption
made when using similarity scores. An exception to this assumption is represented
by the rhombus class members p and r, which distance is larger than for member
class p to a square class member q. This is true for any distribution within the classes.
To show this, circle class has a dense and regular distribution, rhombus class is
regular and sparse, while square is very sparse and irregular. In any case, each class
is clearly segregated. Please note that the different fold classes may be learned using
machine-learning classifiers, but here we illustrate that using similarity measures
as the only criterion to distinguish class membership may induce errors.

particular contiguous protein sequence fragment. Another
approach uses knot invariants as values in each component for
vector points in 30 dimensions (Rogen and Fain, 2003). In these
cases, it is assumed that proximal protein structures should belong
to the same structural class, assumption that is not necessarily
correct as we will argue below.

Once a protein fold space construction is chosen, a metric
distance induced by the space can be used as a measure of simi-
larity and it is expected to be in agreement with direct structural
measures (such as RMSD, GDT, TMscore, etc), but overcoming the
problems noted above about these scores not being a metric (Sippl,
2008).

In such space, a given set of protein structures that are consid-
ered to have the same fold may be close in this space representation.
Yet, it may occur that some proteins with different folds may be
closer than proteins with the same fold (see Figure 1). Thus, con-
fusion may be induced at distinguishing class membership in this
fold space when only similarity measures are considered.

To address this problem, the boundaries between proteins
with different folds may be obtained using empirical data and
machine learning algorithms, which naturally segregate protein
structures sharing common features. In these models it is also pos-
sible to evaluate the separability of this space independently of any
machine-learning algorithm using a statistical test (Zighed et al.,
2002). Therefore, it is possible to generate a protein fold space rep-
resentation independent on the protein similarity measure used
and to test for the separability of this space independently of any
particular classification algorithm. This protein fold space may then
be used to analyze protein structure-function relation and pro-
tein evolution without the limitations previously noted of current
protein fold space construction approaches.

In this work, we propose a compact (low dimensional) fold space
representation based on Residue Cluster Classes (RCCs), a Sperner
family that includes all sets of residues in simultaneous contact. We
also present an efficient computational method useful to test for the
separability of this fold space representation. As a proof of principle,
we analyzed the CATH classification and automatically detected
conflicts in CATH. Furthermore, we show that our method improves
state of the art protein structure neighbor retrieval methods. To
facilitate the construction of protein folds represented by RCCs, we
present an API available at https://code.google.com/p/pyrcc/.

2. Materials and Methods
2.1. Datasets

2.1.1. CATH datasets

CATHALLT1 set includes all domains in CATH release v3.5 that
were parsable with our API and consists of 168964 domains.
CATHALL?2 set includes all domains in CATH release v4.0 and con-
tains 235858 domains. CATCHOP was obtained from a random
sample of CATHALL1 considering only six domains per topology;
topologies with less than six members were excluded rendering a
total of 5220 domains (see supplemental Table S1 for a complete
list).

2.1.2. SCOP datasets

The SCOP30 dataset was provided by the authors of ContactLib
(Xuefeng Cuietal.,2014)and contains 3295 SCOP domains. SCOP30
contains 2639, 3232 and 3290 neighbours at SAS levels 20,35
and 50. Yet, only 2049, 2620 and 2722 domains have at least
one neighbor in SAS 20, 35 and 50, respectively. The SCOPtrain1
is a random sample of 136300 SCOP 1.75B. SCOPtrain2 contains
all 203025 domains from SCOP release v2.5. The SCOPtrainAUC
includes 109310 SCOPtrain domains absent in SAS50 group, and
only belonging to a class in SCOP30. If a class (at any level) contains
more than 2000 domains, 2000 domains were chosen randomly to
represent that class.

2.2. Construction of Residue Cluster Classes

2.2.1. Definitions
Residue Neighbourhood (N¢(1)). Let P be a protein with residues
R=ry,12,..., . The system Tp, is defined as:

Tyrim = {{rj, 1} : there exists a bond betweenr;andr;}

Given a metric d:R x R— [0, oo) and a cut-off distance €, the
neighbourhood N¢(r) of a residue r is given by:

Ne(r)={xeR:3acA(x),beA(r);d(a,b) <€}

Where A(r) is the set of non-hydrogen atoms of residue r. Thus,
N¢(r) is the set of all residues near r, i.e., they are at no more than a
distance € from r.

Residue Cluster (RC). Aresidue cluster on Pisa subsetA € 2R such
that AC Ne(a) for all aeA. If |A| = k, then A is a k-Residue Cluster,
«RC

Residue Cluster Class (RCC). A class over a RC is defined by the
primary structure on 7,y,. A pair of residues r;, rj are contiguous
if {r;, 1j} € Tprim and a set s, of L residues form a segment in 7, if
it contains (L — 1) contiguous residues. By convention, s; = {r} for
anyreR.

Let be y the family of all segments in 7. C is a set cover of a
k-Residue Cluster ,RC if

C={s, :aechAs ey}

such that

RC = SL
k U(xeA Lo
and

CiﬁCJZU,VC,‘,CjGC

Therefore, C = si,, 5g,, ..., SL, iS a covering if
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Fig.2. Class names for residue clusters of same size. The curve represents a protein
backbone, and black circles represent residues in a cluster being considered. Four
distinct classes ([1,3], [1,1,2], [2,2] and [1,1,1,1]) arising from 4RC’s are shown. The
class name is defined by the number of residues found in each segment that defines
the RCC (e.g., 4RCC). For convention, numbers are written in non-decreasing order.

and can be uniquely identified by the vector class C=(,Ls, ... La)
with L; <L; for any i, j such that i <j.

Lets define the k-Residue Cluster Class  RC¢ as the set of all ,RC
of class C. The residue cluster class system R is a Sperner family
(Lubell, 1996). It is defined as the set of all residue clusters for all k,
C such that none is subset of some other, that is:

% = (W e R : 3XeRCz, X € W)

Let M(¢;) be the number of occurrences of a residue cluster class
C; in a system 9.
The vector point 2R of R is defined by

R = ZMC,

with v; € B, where B = {vq, v2, ..., v} is the standard orthonormal
basis for Rl and I is an index set over the set of cluster classes
considered.

Thus, an RCC construction is illustrated in Figure 2 where differ-
ent classes are assigned to a ;RCz according to sequence contiguity.

2.3. Construction of vector points for domain structures

Clusters were computed using graph theoretical algorithms.
First, a graph G is constructed with a V(G) vertex set that repre-
sents the residues set for a given protein, and E(G) edges set is the
set of all residue clusters of size two. This graph is equivalent to
a residue contact map and is constructed with the same program
used in (Cusack et al., 2007): any two residues are paired if they
share at least one atom pair at 5A or less in the three dimensional
representation of a folded protein. As any clique in G (i.e. a complete
subgraph) is consistent with our cluster definition, all maximal
cliques (cliques that are not a subgraph of any other clique) are con-
sidered as clusters, and classes are assigned directly from sequence
contiguity. Maximal cliques were obtained using the algorithm pre-
viously described (Tomitaetal.,2006) as implemented in NetworkX
(Hagberg et al., 2008).

Thus, for any given protein there are 3 3RCC (|1,1,1], [1,2], [3];
see Figure 2 for the nomenclature used to refer to these RCCs), 5
4RCC([1,1,1,1],[1,1,2],[2,2],[1,3],[4]), 7 sRCC([1,1,1,1,1],[1,1,1,2],
[1,2,2],11,1,3],[2,3],[1,4],[5])and 11 gRCC(]1,1,1,1,1,1],[1,1,1,1,2],
[1,1,2,2],[2,2,2],[1,1,1,3],[1,2,3],[3,3],[1,1,4],[2,4],[1,5], [6]); thus,
there are 26 RCCs for any given protein. To represent these in a vec-
tor, we used the frequency of occurrence of each  RCC as the value
for each dimension of this vector. Figure 3 illustrates an example
of the construction of a vector using a self-avoiding walk over a

29 54 SO

Fig. 3. Schematic construction of an RCC vector. The figure represents a protein
three-dimensional structure in a lattice, where each residue is represented by a
circle and the dotted lines represent residue contacts (tertiary contacts). A self-
avoiding walk (SAW) showed as a straight line visiting all points of a grid represents
the protein backbone. Considering four points in any square as a cluster (an RCC of
size 4), there can be five classes of clusters showed at the bottom. Numbers in each
cluster class are the number of occurrences of that cluster formed by the SAW. This
same idea can be extended to real proteins to quantify clusters of size 3, 4, 5 and 6
to generate the final vector representation of a protein.

lattice grid. An API was made for cluster calculations from pro-
tein structures and can be accessed via https://code.google.com/

p/pyrec/.
2.4. Calculation of the Cut Edge Weight statistic

The Cut Edge Weight statistic (Zighed et al., 2002) was used to
test the hypothesis that a given class distribution of vector points
(i.e., protein domains in CATH) is random. The construction of the
statistic is limited by the construction of the relative neighbour-
hood graph (RNG) of the points. A naive algorithm takes O(n®) and
lower bounds have been reported only for particular cases in low
dimensions. Here we include a demonstration that a RNG is always
a subgraph of the Half-Space Proximal (HSP) graph (see below).

To obtain the RNG, the HSP graph H of the set of 26-dimension
vectors was obtained (see below for HSP construction procedure).
Then, for each edge (a, b) in H we remove the edge if the following
condition was satisfied:

max{d(a, c), d(b, c) < d(a, b)}

where d(i, j) is the euclidean distance between points i and j.

This condition was applied for any c in H. After this procedure,
the resulting graph was the RNG used for statistics computation as
described in Zighed et al. (2002).

A detailed description of HSP and a proof for containing RNG is
described below. The source code to compute this statistical test
can be obtained from the authors upon request.

2.5. Relative Neighborhood Graph as a subgraph of the
Half-Space Proximal graph

The Half Space Proximal (HSP) is a local test for building a geo-
metric spanner of bounded dilation over a set of points in the space,
it was introduced in Chavez et al. (2006). Assume there is a set V of
points loaded with a metric. To fix ideas think in the plane and the
euclidean distance between points, in our case the set of points are
26 dimensional vectors representing protein structures, although
these could be any set of objects in an abstract metric space. All the
construction will be based on the distance metric. For each point u
in V we compute its HSP neighbours as follows.

For a point uin Vtake its nearest element v and add an edge from
u to v; remove all the elements that are closer to v than to u. The
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region of points closer to v than to u is called the forbidden region
from the point u with respect to v. From the remaining points, those
points not in the forbidden region, take the nearest point to u and
repeat until all points in V belong to some forbidden region. In the
end, we will have a directed graph with vertex set V and the edges
found with the above procedure. In this paper we are interested
in the HSP as a super graph of the Relative Neighbourhood Graph
(RNG), faster to build, as described below.

For the same set V two points u, v will share an edge in the RNG
if there is not a point z < V such that z is in the intersection of the
circles centered in u,v, respectively, with radius |uv|. Then, RNG and
the HSP are related and we will show that RNG < HSP.

Lemma 1. If there is not an edge from the point u to v, then there
exist a point z such that it connects to u and z is in the intersection of
the two circles centered at u and v with radius |uv|.

Proof. If there is not an edge from the point u to v, then, v is in
a forbidden region of u and some point z. The point z connects to
u and is closer to u than from v, so, z is in the circle centered at u
with radius |uv|. As v is in the forbidden region of u with respect to
z, then v is closer to z than to u, so, z is in the circle centered at v
with radius |uv|.

One way to characterize the RNG is by observing that two points
p and g will share an edge whenever there is not a third point r that
is closer to both p and q than they are to each other.

Lemma 2. Ifan edge is in the RNG then, it is in the HSP.

Proof. Lets suppose that two points p and g are not connected by
the HSP, then, there exist a point z that is in the intersection of the
two circles centered at p and g with radius |pq|, then the two point
D, q are not connected in the RNG.

A brute force approach to build the RNG built over a set of n
points require checking O(n?) pairs to see if they share and edge;
furthermore, each pair requires O(n) points to be tested for inclu-
sion in the intersection. This yields a total complexity of O(n3)
operations. On the other hand, all the HSP neighbours of a point
u can be computed in an amortized O(n) operations. The total com-
plexity of building the HSP is then O(n2). The total number of HSP
neighbours of any point u is bounded, and depends only on the
dimension of the space, and it is independent of the size of the
point set. This implies that the number of edges in the HSP is only
linear on n.

Using the above observations to test if an edge is in the RNG
graph, we only need to test the linear number of edges of the HSP.
Each test cost O(n) operations, and consist in checking if the inter-
section is empty. Even with brute force, the total time for building
the RNG would be 0(n?) instead of O(n?) using other construction
algorithms.

Figure 4 illustrates the inclusion of the RNG in the HSP. Dotted
edges in the figure are those to be removed from the HSP. To exem-
plify the improvement on computing time by our approach, Figure
5 shows execution times to calculate RNG, HSP and RNG from HSP
for two randomly generated datasets.

2.6. Learner details

A learner including an ensemble of 250 extremely randomized
trees (ERT) was trained for cross-validation tests, predicting the
Class, Architecture and Topology in CATH classification, and Class,
Topology and Superfamily in SCOP. Bootstrap samples were not
used for building the trees, and a minimum of 3 nodes where
required to remain after each split. In each tree, Gini index was
used for deciding attributes for splitting.

Fig. 4. Schematic representation about the differences of RNG and HSP. Light
gray circles are traced with radius equals to the distance |pq| between any pair of
points in space (p and q in the figure); the dark gray regions (also known as lunes)
test for the presence of any point in space within those light gray circles. If there
exist a point z that is in the intersection of the two circles centered at p and g with
radius |pq|, then the two points p, q are not connected in the RNG.
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Fig. 5. Execution times to obtain RNG from random datasets. The points in the
plot represent the computing time to generate a RNG (squares), HSP (triangles) and
RNG from HSP (circles) over random point sets of different sizes in 2 dimensions (A)
and 50 dimensions (B) (see Methods). RNG from HSP is clearly more efficient than
brute force RNG, although this relative efficiency gains decreases as the number of
dimensions increases, since all edges in HSP are checked for inclusion of RNG, and
the number of edges in HSP tends to be larger on higher dimensions. These data sets
were obtained using the random number generator model (without a seed number)
implemented in the random standard package in Python 2.7.
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Fig. 6. Relationship between domain size and number of clusters in each
domain. The number of residues found in every protein domain of the CATCHOP
dataset is plotted against the total number of RCCs found in the corresponding
domain. Note the scarcity of data in domains larger that 600 residues in CATH.

Same setup but with 300 trees was used for AUROC analysis.
These classifiers were implemented using sklearn (Pedregosa et al.,
2011).

To learn the structural classification from CATH, we used the
CATHALL1 and CATHAII2 sets; for SCOP, we used the SCOPtrain1
and SCOPTtrain2 sets.

3. Results
3.1. Defining vector dimensionality

The CATHALL1 set (see methods) was used to identify RCCs.
Figure 6 shows a linear relationship between protein size and num-
ber of RCCs; RCCs larger than 10 residues were not observed. To
define the largest RCC to be used for protein structure represen-
tation, we identified the frequency of occurrence of the largest
RCCs in the CATHALL1 set (see supplemental Figure S1). The frac-
tion of domains having RCCs of size six and seven account for the
91.61% and 7.92% respectively; furthermore, they are represented
in94.51% and 48.13% of topologies. Thus, RCCs larger than 6 residue
were rare and found in only very few topologies. For the rest of our
study we used RCCs of size 3 to 6 that include a total of 26 different
RCCs, which were used to build our vector space model.

3.2. Separability of fold space

Next, we tested for the separability of our vector space; while
learnability is addressed in Vapnik-Chervonenkis learning theory,
this is learner dependent and do not evaluate the practical sep-
arability of a particular dataset (Holden and Niranjan, 1995). To
quantify the separability (and thus, learnability) of our fold space
representation, we used the Cut Edge Weight statistic (Zighed et al.,
2002). In this procedure, the null hypothesis is that data is ran-
domly distributed and cannot be classified. The implementation of
this test is however computationally expensive, and thus we used
the CATCHOP set (see Methods). Using this test in CATCHOP set, we
observed that the null hypothesis is false (p=0) and consequently
domains belonging to different topologies are separable.

3.3. Learning of fold space for structural classification

To use the separability of our fold space representation, we
trained an extremely random forest (ERF) classifier to automatically

Table 1
CATH Cross-Validation scores
Cross-Validation full train
Classification level accuracy standard-error accuracy
C 0.9693 0.0014 0.9987
CA 0.8830 0.0019 0.9967
CAT 0.8494 0.0022 0.9984

Performance on 10-fold cross-validation over CATH domains. Mean of accuracies
for each of the 10 iterations and corresponding standard errors are shown. Full train
accuracy was obtained by training and testing on the same full CATHALL1 dataset.

Table 2
Confusion matrix of Classes over CATH (v3.5) domains.

True/Predicted mainly-o mainly-8 7] few secondary
structure

mainly-o 36936 0 23 0

mainly-8 0 39944 38 1

of 42 74 89310 0

fss 19 7 17 2553

In each row (i) and column (j), the number of domains belonging to class i, predicted
as j are shown. A perfect prediction has only numbers in the main diagonal. Note
that no discrepancies exist between mainly-« and mainly-S.

assign classifications by class, architecture and topology according
to the CATH definition. We performed 10-fold stratified cross-
validation test to assess the ability of our ERF classifier to learn
general rules from the CATHALL1 set (see Methods section); in this
case, 10% (1/10) of the CATHALL1 domains were randomly chosen
as part of the training samples (the rest was part of the test set)
and this random procedure was performed 10 times; please note
that in this way we do not generate specific training sets avoiding
bias in the test. We also trained our ERF classifier over the entire
data set. Performance predictions for these two approaches are
reported in Table 1. We repeated this procedure for a new release
of CATH included in CATHALL2 set and the results are reported in
supplemental Table S2.

The discrepancies between the ERF classifier using the full data
in CATHALL1 as the training set and the CATH classification are
summarized in the Confusion matrix presented in Table 2. Some
examples of these discrepancies are presented in Figure 7 (see sup-
plemental Tables S3 for a complete list).

Classification performance was evaluated in the same way over
SCOP domains (See Table 3 for results obtained with SCOPtrain1 set

Fig. 7. Examples of domain classification discrepancies between ERT and CATH.
A) 1a3uA00: predicted of, in CATH mainly-S; B) 1Tw26A03: predicted mainly-3, in
CATH «f, C) 1ThéwAO02: predicted few secondary structure, in CATH mainly-8, D)
1nkpDOO: predicted mainly-«, in CATH few secondary structure.
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Table 3 Table 4

SCOP Cross Validation scores Mean AUROC
Classification level accuracy Mean AUROC Fraction above
Class 0.9243 SAS level RCC ContactLib 75%
Topology 0.8632 20 0.950 0.956 0.958
Superfamily 0.8781 35 0.940 0.918 0.939
Family 0.9097 50 0.935 0.906 0.929

Performance on 10-fold cross-validation over SCOPtrain1 domains. Final accuracies
are the mean of accuracies for each of the 10 iterations.

and Supplemental Table S4 for results obtained with SCOPtrain2
set).

3.4. Fold space visualization

To visually inspect fold space structure, we used an unsu-
pervised dimensionality reduction approach; this dimensionality
reduction was performed by Laplacian-Eigenmaps (Belkin and
Niyogi, 2003) over the CATCHOP set (see Methods). This method has
been shown to give a better approximation of the vecinity of each
point by approximating the Laplace Beltrami operator of the origi-
nal space on the reduced space (Belkin and Niyogi, 2008). Projection
into two dimensions is shown in Figure 8. In this representation,
mainly-o and mainly-8 domains are observed on opposite direc-
tions, while ¢ domains are found in between these groups.

3.5. Structural neighbour retrieval

ContactLib has been reported to achieve the best performance
in finding protein structural neighbors when compared against the
best alignment-free method FragBag (Xuefeng Cui et al., 2014);
FragBag on the other hand was reported to improve on 6 state of
the art structural aligners, including SGM, PRIDE, BLAST, STRUCTAL,
CE and SSM. FragBag was tested in a subset of SCOP 1.75B domains,
referred to as SCOP30; three SAS thresholds (2.0, 3.5 and 5 A) iden-
tify three types of neighborhoods; SAS20 is the most sensitive and
SAS50 the most relaxed. Agreement between SAS criterion and
SCOP superfamily assignment is low (see supplementntary Table
S5), thus only the domains within each SAS neighborhood belong-
ing to the same superfamily as defined in SCOP are considered true
neighbours.

Fig. 8. Fold space visualization by dimensionality reduction. Domains in
CATCHOP represented by Spectral-Embedding dimensionality reduction of the orig-
inal 26-dimensional space. Different colours of the dots correspond to CATH class
assignments: green dots for mainly-«, orange dots for mainly-g, purple dots for o
and gray dots for few secondary structure class.

Summary of mean AUROC values for the task of neighbour retrieval. Direct com-
parison between mean AUROC obtained by our method (RCC) and ContactLib. Last
column also shows the percentage of query structures for which AUROC was higher
than 75%.

We calculated the Area Under the Receiver Operator Charac-
teristic curve (AUROC) to test for the capacity of our fold space
representation to identify true neighbors according to SAS and
SCOP criteria; this approach was chosen to summarize the results
obtained for all the SCOP domains analyzed. An AUROC score of
1.0 is a perfect score, and 0.5 the score expected from a random
method. We calculated the AUROC for each structure in SCOP30
(3295 domains; see Methods) using both unsupervised and super-
vised approaches. In the unsupervised approach, SCOP30 structures
were ordered from a given query structure using the euclidean
distance; this ordered list was compared with the true neighbors
provided by SAS and SCOP criterion to quantify the corresponding
AUROC. Mean AUROCs for this experiment were 0.87, 0.85, 0.84 for
SAS 20, 35 and 50 respectively. For comparison, note that the best
score obtained in this experiment by FragBag is 0.747 for SAS20.

Table 4.

In the supervised analysis, AUROCs where obtained by training a
random forest classifier with a subset of SCOP excluding structures
in SCOP30 (see Methods). Then, for a query structure, its class is
predicted and the ordering of the rest of domains is determined by
the log-probabilities of belonging to this predicted class.

Our mean AUROCs for SAS 20, 35 and 50 are 0.950, 0.940 and
0.935, while ContactLib achieves 0.956,0.918 and 0.906. ContactLib
reported 75% of AUROC scores > 0.936, while our minimum AUROC
score for 75% of queries is 0.958. For SAS35 and SAS50, 75% of
AUROC scores are above 0.939 and 0.929 respectively. Our median
AUROC:s for any SAS level is > 0.99.

4. Discussion

Here we introduce a protein structure representation using a
Sperner family defined by clusters of protein’s residues that are
in close proximity in the three dimensional space. In Figure 6 it is
shown the linear relationship between protein size and total num-
ber of such clusters that may be associated to the near constant
density of proteins. The small deviation in the number of clusters
for small proteins is also consistent with the observation that small
proteins tend to have higher average densities (Fischer et al., 2004).

We found that proteins usually harbour residue clusters with no
more than six residues, independently of secondary structure com-
position. Thus, residue clusters of size 3 and up to 6 were identified
according to the contiguity of residues in sequence (see Figure 2).
This Residue Cluster Class System is used to construct a vector space
model representation of protein fold space in 26 dimensions (see
Figure 3). This representation of protein structure may be used to
test for the separability of protein folds independently of protein
similarity measures (e.g., root mean square deviation) or the use
of any particular classifier.

It has been shown that the cut edge weight statistic is a proper
test for data separability and consequently learnability of any given
data set (Zighed et al., 2002). However, this requires computing
an RNG that is time consuming (O(n3) operations, where n is
the number of protein structures to be analyzed; see Methods).
Here we show that a HSP can be computed faster than a RNG and
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Table S1. CATCHOP data set.

Index PDBID ChainID DomainID Index PDBID ChainID Domain ID

1 1sid B 00 2 2r5k B 00
3 2r5i F 00 4 3bwq D 00
5 Ien3 D 00 6 3nxg B 00
7 lqau A 00 8 2dlu A 00
9 2wl7 A 00 10 2jin A 00
11 2vz5 A 00 12 In6e I 04
13 1yq9 I 00 14 2frv H 00
15 3cur I 00 16 3cur H 00
17 Iwul L 00 18 lubl L 00
19 11Im2 A 00 20 2cve A 03
21 2e84 A 02 22 lgws A 04
23 2cyr 0 00 24 lofw A 01
25 lyew B 00 26 lyew F 00
27 3chx J 00 28 lyew J 00
29 3chx F 00 30 3chx B 00
31 lad1 A 01 32 1a36 A 03
33 1r49 A 03 34 1t81 A 03
35 1r1j A 03 36 1sc7 A 03
37 2hmo A 01 38 lulj E 01
39 2bmo A 01 40 Indo E 01
41 2hml A 01 42 lo7p A 01
43 2fin A 00 44 2grk A 00
45 lcq3 B 00 46 2grk B 00
47 leq3 A 00 48 2ftk A 00
49 Invp D 02 50 1nh2 C 00
51 Invp C 00 52 Irml B 02
53 Inh2 D 02 54 Irml C 02
55 3pyt G 01 56 3d5b H 01
57 3ccl E 01 58 3gbe E 02
59 3i22 G 01 60 1kc8 G 01
61 1111 C 01 62 2pfl A 00
63 3pfl A 00 64 1h16 A 00
65 1qhm A 00 66 1111 A 01
67 2quy E 00 68 2iwm D 00
69 3pva C 00 70 2pva D 00
71 3pva G 00 72 3pva B 00
73 1qo8 D 02 74 Imlp F 00
75 ljry B 02 76 lksu B 02
77 2b7r A 01 78 1qjd A 02
79 1q9m D 00 80 2h42 B 00
81 1xot A 00 82 3dy8 B 00
83 Ixmu B 00 84 3d3p A 00
85 1al0 F 00 86 1rb8 F 00
87 2bpa 1 00 88 lgff 1 00
89 lcd3 F 00 90 1m06 F 00
91 11tl A 01 92 11tl C 01
93 11tl E 01 94 11tl F 01
95 11tl B 01 96 11tl D 01
97 2au7 A 00 98 31d3 B 00
99 2ik0 A 00 100 2uxs A 00
101 1jfd B 00 102 2ik9 A 00
103 1pug C 00 104 Ipug B 00
105 1j8b A 00 106 3f42 B 00
107 Ipug D 00 108 1pug A 00
109 Scsc B 02 110 lixe B 02
111 lixe A 02 112 lowb B 03
113 lixe D 02 114 liom A 02
115 Ipya F 00 116 libt D 00
117 In13 L 00 118 In13 H 00
119 2qqd E 00 120 2qqd C 00
121 1beg A 00 122 2a8f B 00
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251 1kn9 A 01 252 1jhc A 00
253 8gep A 02 254 3geo A 02
255 Sgep A 02 256 6gep A 02
257 2aop A 02 258 4aop A 02
259 2iuo H 02 260 2ivl C 02
261 1dw9 E 02 262 2ivl I 02
263 2iu7 B 02 264 1dwk E 02
265 luaa B 04 266 2pjr A 04
267 2is4 A 04 268 2isl B 04
269 3k70 B 04 270 3k70 E 04
271 1t77 C 02 272 1t77 B 02
273 1t77 D 02 274 Imil A 02
275 1mil B 02 276 1t77 A 02
277 2eim A 00 278 Im57 A 00
279 27ZXW N 00 280 loco N 00
281 3ag3 N 00 282 2dys A 00
283 lom7 A 01 284 1jiw P 01
285 1k7i A 01 286 1k7g A 01
287 Ismp A 01 288 1go8 P 01
289 laes A 01 290 lgw2 A 01
291 lapx C 01 292 1sj2 B 01
293 1u2j E 01 294 2vcef X 01
295 Ing9 A 03 296 Inne A 03
297 le3m B 04 298 1wb9 A 03
299 loh6 A 03 300 loh7 A 03
301 2j19 A 00 302 2j18 A 00
303 2j5m A 00 304 2ciz A 00
305 lepo A 00 306 2cj2 A 00
307 3cu8 B 00 308 1a38 A 00
309 1o9f A 00 310 1w99 A 01
311 libl B 00 312 2btp B 00
313 1i6k A 02 314 2cyb B 02
315 3hzr E 02 316 4ts1 B 02
317 2quj B 02 318 3d6u A 02
319 1cOa A 03 320 2r93 K 00
321 1xxa C 00 322 1iq0 A 02
323 3gtg K 00 324 3gtm C 01
325 3Inz O 00 326 3203 C 00
327 3Inj C 00 328 2gv2 A 00
329 lycq A 00 330 Itde A 00
331 109x A 05 332 1hk2 A 02
333 2bxg A 03 334 2bxi A 04
335 le7f A 01 336 1hk5 A 06
337 3i21 M 02 338 2i2p M 02
339 lvs7 M 02 340 2v46 M 02
341 3ora M 02 342 2wdm M 02
343 3ek6 A 00 344 2jjx C 00
345 3ek6 C 00 346 2wed B 00
347 lel9 B 00 348 3ek5 B 00
349 Isal C 00 350 Isae C 00
351 Isaf A 00 352 Isag A 00
353 Isah D 00 354 lolh B 00
355 llcu A 04 356 2d1k A 04
357 Irgi A 04 358 3buz B 03
359 3kvg B 04 360 3el2 A 03
361 Iwp9 D 03 362 1wp9 B 03
363 1wp9 A 03 364 1wp9 E 03
365 1wp9 C 03 366 1wp9 F 03
367 Imw8 X 02 368 ley2 A 02
369 ley7 A 02 370 lecl A 02
371 1gl9 B 06 372 1gl9 C 06
373 1du3 I 01 374 1za3 R 01
375 1pO0t A 00 376 1pO0t E 00
377 1d0g R 02 378 1p0t W 00
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507 3fer B 01 508 3f7p A 01
509 1pxy B 04 510 3hor A 01
511 2k1d A 00 512 3heq B 00
513 1gmO A 00 514 2w9e A 00
515 1fkc A 00 516 2k50 A 00
517 loi9 D 01 518 loku D 02
519 ljsu B 01 520 3bhv D 02
521 2x1n B 02 522 lunl E 00
523 1986 N 00 524 Imlk N 00
525 1k8a N 00 526 3ces M 00
527 3i56 M 00 528 1552 L 00
529 1s28 D 00 530 1s28 B 00
531 1k6z B 00 532 1k8k D 02
533 112w D 00 534 112w H 00
535 4hir A 00 536 1hrt 1 00
537 1e0f | 01 538 6hir A 00
539 Shir A 00 540 4htc I 00
541 2sli A 03 542 2vw2 A 03
543 1sli A 03 544 Isll A 03
545 4sli A 03 546 3sli A 03
547 2¢zj G 00 548 1j1h A 00
549 2¢zj E 00 550 Iwjx A 00
551 1p6v C 00 552 1p6v A 00
553 Itoq C 00 554 3lm1 o 00
555 1j4u B 00 556 1zgs A 01
557 1j4t F 00 558 1kuj C 00
559 lifw A 00 560 204t A 00
561 2ghj D 02 562 2hh6 A 00
563 ljgn A 00 564 2ghj B 02
565 2b5i A 00 566 lexz B 00
567 1pv7 B 01 568 3b5k A 00
569 1fg9 A 00 570 1hwh A 00
571 lotp A 01 572 luou A 01
573 1zyk D 01 574 1v8g A 01
575 2j0f B 01 576 lol7 D 01
577 lecd A 02 578 2phh A 02
579 1kif H 02 580 2¢f3 B 02
581 leli A 02 582 2e82 B 02
583 30s4 A 00 584 2im5 A 00
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599 leuq A 03 600 109 A 02
601 1ss8 C 02 602 1q2v C 02
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607 3kak B 03 608 3kaj B 03
609 3kal B 03 610 ImOw B 03
611 1mOt B 03 612 1mOt A 03
613 1Thuu C 00 614 1p78 A 00
615 lowg B 00 616 lowf A 00
617 3rhi D 00 618 2097 B 00
619 Innn A 02 620 2p2m A 02
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Table S2A. Domain classification conflicts between CATH and automatic classification of protein fold space using
Class criterium.

Chain Domain Predicted Annotated Index PDB Chain Domain Predicted Annotated

ID ID class class ID class class
1 3die A 01 Mainly Alpha Beta 2 3kod D 00 Mainly Alpha Beta
Alpha Beta
3 lopc A 00 Alpha Mainly 4 1fxi A 00 Mainly Alpha Beta
Beta Alpha Beta
5 1j6n C 02 Mainly AlphaBeta 6 3sc6 E 02 Mainly Alpha Beta
Alpha Alpha
7 2aj2 A 02 Mainly Alpha Beta 8 2zwk B 00 Mainly Few
Beta Alpha Secondary
Structures
9 3en6 A 01 Mainly Alpha Beta 10 2j3f C 01 Mainly Alpha Beta
Beta Beta
11 lyld B 00 Mainly Few 12 1rfl E 02 Mainly Alpha Beta
Beta Secondary Beta
Structures
13 3québ C 01 Alpha Mainly 14 2nm2 B 00 Mainly Alpha Beta
Beta Alpha Alpha
15 lwge A 01 Alpha Mainly 16 lna6 B 01 Alpha Beta Mainly
Beta Beta Beta
17 lefh A 00 Mainly Few 18 lkew A 02 Mainly Alpha Beta
Alpha Secondary Alpha
Structures
19 277t A 01 Mainly Alpha Beta 20 Iwlv  C 00 Mainly Alpha Beta
Beta Beta
21 1598 B 00 Alpha Mainly 22 lgaq B 00 Mainly Alpha Beta
Beta Beta Beta
23 1jsb A 00 Mainly Alpha Beta 24 lhtm D 00 Mainly Alpha Beta
Beta Alpha
25 leh6 A 01 Alpha Mainly 26 1fzd A 01 Mainly Alpha Beta
Beta Beta Beta
27 3g03 A 00 Alpha Mainly 28 2he0 B 00 Alpha Beta Mainly
Beta Alpha Alpha
29 1k75 B 02 Mainly Alpha Beta 30 Iqul E 00 Mainly Alpha Beta
Alpha Alpha
31 2jxo0 A 00 Alpha Mainly 32 1go)3 M 02 Mainly Alpha Beta
Beta Beta Beta
33 1bef A 01 Alpha Mainly 34 1j1q A 02 Alpha Beta Few
Beta Beta Secondary
Structures
35 2pji A 00 Mainly Few 36 2dwz C 00 Alpha Beta Mainly
Beta Secondary Alpha
Structures
37 Ig70 A 01 Mainly Alpha Beta 38 liaw B 02 Alpha Beta Mainly
Alpha Alpha
39 2q81 D 00 Mainly Alpha Beta 40 218p A 00 Alpha Beta Mainly
Alpha Alpha
41 1s7d A 00 Alpha Mainly 42 1ii2 A 02 Alpha Beta Mainly
Beta Beta Beta
43 3n52 D 00 Alpha Mainly 44 lhéw A 02 Few Mainly
Beta Beta Secondary  Beta
Structures
45 1ok8 A 03 Mainly Alpha Beta 46 1xja C 00 Alpha Beta Mainly
Beta Beta
47 ly9e F 01 Mainly Alpha Beta 48 1b2s E 00 Mainly Alpha Beta
Beta Alpha
49 1zh0 A 01 Mainly Alpha Beta 50 lhtm F 00 Mainly Alpha Beta
Alpha Alpha
51 In2m F 00 Mainly Alpha Beta 52 lnag A 00 Alpha Beta Few
Beta Secondary
Structures
53 3g7k C 00 Mainly Alpha Beta 54 2pdp A 00 Mainly Alpha Beta
Beta Beta
55 Imry A 02 Mainly Alpha Beta 56 Ighh A 00 Mainly Alpha Beta
Beta Alpha
57 1fyk A 00 Alpha Mainly 58 lezl A 00 Alpha Beta Mainly
Beta Alpha Beta
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Table S2B. Domain classification conflicts between CATH and automatic classification of protein fold space using
Class and Architecture criteria.

Index Domain  Predicted Annotated Domain  Predicted Annotated
ID class class ID class class
1 1u01 C 01 Roll Beta Barrel 2 2791 B 01 2-Layer Beta Barrel
Sandwich
3 1gos A 01 3-Layer(aba) 3-Layer(bba) 4 Invo A 00 Orthogonal Up-down
Sandwich Sandwich Bundle Bundle
5 3coj E 01 2-Layer 3-Layer(aba) 6 Ixmq Q 00 Roll Beta Barrel
Sandwich Sandwich
7 le3m A 01 2-Layer 3-Layer(aba) 8 2f4z A 00 2-Layer Roll
Sandwich Sandwich Sandwich
9 Imkf B 02 Beta Barrel Sandwich 10 3h5v C 01 Orthogonal 3-Layer(aba)
Bundle Sandwich
11 3srx B 00 3-Layer(aba) 4-Layer 12 2hma A 01 Orthogonal 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich Bundle Sandwich
13 ligp C 03 Orthogonal Up-down 14 lo64 A 02 2-Layer 3-Layer(aba)
Bundle Bundle Sandwich Sandwich
15 3his A 02 Orthogonal Irregular 16 3eyc C 00 Sandwich Beta Barrel
Bundle
17 2ahe A 01 2-Layer 3-Layer(aba) 18 2iee B 01 2-Layer 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich Sandwich Sandwich
19 Inti A 00 Orthogonal Up-down 20 2gdr C 01 2-Layer 3-Layer(aba)
Bundle Bundle Sandwich Sandwich
21 1gk3 A 01 3-Layer(aba) Orthogonal 22 2vpf G 00 Beta Barrel Ribbon
Sandwich Bundle
23 1d8y A 02 Orthogonal Up-down 24 Isir A 02 Sandwich Beta Barrel
Bundle Bundle
25 3kel C 00 3-Layer(aba) Alpha-Beta 26 lvma A 01 Orthogonal Up-down
Sandwich Complex Bundle Bundle
27 2ip4 A 04 2-Layer Alpha-Beta 28 3i8h Q 00 2-Layer Irregular
Sandwich Complex Sandwich
29 2hrv A 01 Ribbon Beta Barrel 30 Ixpa A 00 2-Layer Alpha-Beta
Sandwich Complex
31 1tha B 00 Beta Barrel Sandwich 32 1qf6 A 04 3-Layer(aba) 2-Layer
Sandwich Sandwich
33 Ixxa D 00 Roll 2-Layer 34 Icpo A 00 3-Layer(aba) Orthogonal
Sandwich Sandwich Bundle
35 20jl A 00 2-Layer 3-Layer(aba) 36 lhxi A 00 Up-down Alpha
Sandwich Sandwich Bundle Horseshoe
37 1qyd C 02 3-Layer(aba) Alpha-Beta 38 Isyo B 03 Sandwich Distorted
Sandwich Complex Sandwich
39 119y A 00 Alpha-Beta 4-Layer 40 3pr8 C 01 2-Layer 3-Layer(aba)
Complex Sandwich Sandwich Sandwich
41 11xa A 02 Orthogonal Up-down 42 Iqlw B 01 3-Layer(aba) 3-Layer(bba)
Bundle Bundle Sandwich Sandwich
43 1bnd A 00 Sandwich Ribbon 44 3pgj A 01 2-Layer 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich
45 3ncw B 02 2-Layer Roll 46 2wda A 01 Orthogonal Alpha/alpha
Sandwich Bundle barrel
47 1qfj C 01 2-Layer Beta Barrel 48 3cjp B 00 3-Layer(aba) Alpha-Beta
Sandwich Sandwich Barrel
49 lbgw A 04 Roll 2-Layer 50 1qlk A 02 Roll 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich
51 2j3n C 02 2-Layer 3-Layer(bba) 52 1bbg A 00 Ribbon 2-Layer
Sandwich Sandwich Sandwich
53 1df9 B 02 Sandwich Beta Barrel 54 1wjo A 00 Single Sheet  Irregular
55 3gbm B 00 3-Layer(aba) Alpha-Beta 56 2w9p N 00 2-Layer Roll
Sandwich Complex Sandwich
57 In7g C 01 Orthogonal Alpha-Beta 58 3cgv A 01 3-Layer(aba) 3-Layer(bba)
Bundle Complex Sandwich Sandwich
59 1lnz A 01 Sandwich Distorted 60 lox8 A 00 Roll Roll
Sandwich
61 1i10 A 02 3-Layer(aba) Alpha-Beta 62 1ql5 C 01 2-Layer 4-Layer
Sandwich Complex Sandwich Sandwich
63 1z1d B 00 2-Layer 3-Layer(aba) 64 2pma A 01 Sandwich Beta Barrel
Sandwich Sandwich
65 3ktz A 02 2-Layer Irregular 66 2cai A 01 2-Layer 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich Sandwich
67 Ing3 A 01 3-Layer(aba) 3-Layer(bba) 68 2pgg A 01 3-Layer(aba) Alpha-Beta
Sandwich Sandwich Sandwich Complex
69 3bwg B 02 Roll 3-Layer(aba) 70 2qsx A 02 2-Layer 3-Layer(aba)
Sandwich Sandwich Sandwich
71 2r8c B 01 Sandwich Roll 72 3bim G 00 Orthogonal 2-Layer
Bundle Sandwich
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Table S2C. Domain classification conflicts between CATH and automatic classification of protein fold space using
Class, Architecture and Topology criteria.

Domain Predicted Annotated Chain  Domain  Predicted Annotated
ID class class 1D 1)) class class
1 1dif B 00 Immunogl Cathepsin 2 3ypi B 00 Rossmann  TIM Barrel
obulin- D, subunit fold
like A; domain
1
3 1fuq B 02 Retinoid Fumarase 4 loSz A 02 Rossmann  Protein-
X C; Chain fold Tyrosine
Receptor A, domain Phosphatas
2 e; Chain A
5 2im8 A 00 Glutathio  Four Helix 6 lava C 00 Immunogl  Trefoil
ne S- Bundle obulin- (Acidic
transferas  (Hemerythr like Fibroblast
e Yfyf in (Met), Growth
(Class Pi); subunit A) Factor,
Chain A, subunit A)
domain 2
7 lujl B 01 Immunogl Thrombin, 8 2fuw = A 00 Rossmann  Molybdenu
obulin- subunit H fold m Cofactor
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Chain A
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domain 1 subunit A
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Table S3. SCOP classification and SAS score agreement. The table shows the fraction of domain pairs aligned in each
SAS level (29, 35, 50) that belongs to the same SCOP classification.

SAS level _ Family __ Superfamily
20 0.1288 0.3837 0.8417 0.9198
35 0.0140 0.0571 0.1116 0.7640
50 0.0032 0.0138 0.0311 0.4437

Figure S1. Maximum clusters size observed in proteins
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Frequency of occurrence for RCCs of size 6, 7, 8 and 9 found in domains present in CATHALL are presented in the
histogram. On top of each bar is the total number of domains containing each specified RCC. RCCs of size six are
observed in all CATH classes, but that is not the case for larger RCC sizes.
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