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MATHEMATICAL DIFFERENTIATION OF HIGH BINDING PEPTIDES FROM THE MEROZOITE SURFACE
PROTEIN MSP-1 THROUGH THE APPLICATION OF SET THEORY

RESUMEN

MSP-1 es una proteina de membrana de superficie del merozoi-
to de Plasmodium falciparum que interacttia con el receptor de mem-
brana del eritrocito, y por lo tanto es una proteina implicada en el
reconocimiento del merozoito al globulo rojo.

La teorfa de conjuntos y datos experimentales fueron utilizados
para realizar una caracterizacion matematica de 79 secuencias de la
proteina MSP-1, mediante la definicién de 5 reglas asociadas a la alta
unién al receptor del glébulo rojo.

Todos los péptidos de alta unién y de baja unién fueron caracte-
rizados acertadamente segtin estudios experimentales.

Estudiando més proteinas implicadas en la invasion, ésta meto-
dologia podria ser ttil para diferenciar péptidos de alta unién en la
proteina MSP-1 y en otras proteinas de una forma objetiva y repro-
ducible; el fenémeno de unién puede ser descrito a partir de carac-
teristicas matematicas.
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ABSTRACT

MSP-1 is a surface membrane protein of Plasmodium falciparum
merozoites that interacts with the erythrocyte membrane receptor
and therefore it is a protein involved in its recognition by the red glo-
bule.

The set theory and experimental data have been used to make a
mathematical characterization of 79 different MSP-1 protein sequen-
ces, by means of the definition of five rules associated with high bin-
ding to the red globule receptor.

All the high binding and low binding peptides were correctly
characterized according to experimental determinations.

Studying more proteins involved in the invasion, this metho-
dology could be useful to detect peptides with high binding in the
MSP-1 protein and in other proteins in a more objective and repro-
ducible way. Thus, the binding phenomenon can be described star-
ting from mathematical characteristics.
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INTRODUCCION

La teoria de conjuntos permite diferenciar elementos
particulares a partir de reglas generales al realizar opera-
ciones como la unién, la interseccion, la diferencia y la dife-
rencia simétrica®. La teorfa de conjuntos es una teorfa mate-
matica que se fundamenta en nociones como pertenencia,
y cumple una serie de axiomas que definen las relaciones
matematicas entre elementos. Un conjunto es la reunién en
un todo de objetos bien definidos y diferenciables entre si,
que se llaman elementos del mismo. Los elementos deno-
tan relaciones de pertenencia a los conjuntos, de tal modo
que si ‘a’” es un elemento del conjunto A, existe la relacion
de pertenencia a € A, de lo contrario, si ‘a’ no es un ele-
mento de A se denota a & A. De esta misma forma, entre
los conjuntos se establecen relaciones que definen las ope-
raciones posibles entre éstos.

Ahora bien, la malaria es una de las principales causas
de morbimortalidad en el mundo entero®. Por sus carac-
teristicas, la enfermedad se presenta principalmente en
zonas tropicales, tomando alli la forma de epidemia, como
ocurre en Colombia.

La reorientacion e invaginacion del merozoito durante
la invasion al glébulo rojo®, pueden ser aclaradas por inte-
racciones receptor-ligando de alta y baja afinidad. Estas inte-
racciones de membrana receptor-ligando son cruciales para
la invasién de los globulos rojos por los merozoitos del Plas-
modium. Es probable que la diseccién de estas interaccio-
nes conduzca al desarrollo de nuevas estrategias inmuno-
profilacticas®. Varias proteinas del merozoito del Plasmo-
dium falciparum han mostrado interactuar con el glébulo
rojo, y estas incluyen: La proteina-1 de superficie del mero-
zoito (MSP-1), el antigeno de unién del eritrocito (EBA-
175kDa), la proteina de union de la glicoforina (GBP-130),
y la proteina-2 de superficie del merozoito (MSP-2), entre
otras®”.

MSP-1 es una proteina polimoérfica de superficie de
membrana®, que contiene secuencias variables, semicon-
servadas y constantes. Durante su maduracién, la proteina
es sometida a una serie de rupturas proteoliticas. La pri-
mera, independiente de calcio, rompe la proteina en cuatro
fragmentos: un fragmento terminal N de 83 kDa, dos frag-
mentos centrales de 30 y 38 kDa, y un fragmento terminal
C de 42 kDa®. Los cuatro fragmentos proteoliticos se auto-
ensamblan en una asociacion compleja no covalente en la
membrana del merozoito, la cual esta involucrada direc-
tamente en el proceso invasivo(?. Después de tal ruptura,
e inmediatamente antes de la invasion, el fragmento de 42
kDa es sometido a una proteolisis dependiente de calcio
por una serin proteasa presente en la membrana del mero-
z0ito®, resultando en un fragmento terminal N de 33 kDa
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y un fragmento terminal C de 19 kDa. Este tltimo perma-
nece unido a la membrana del merozoito y es el tnico frag-
mento de proteina llevado por el parasito dentro del glé-
bulo rojo®.

La MSP-1 completa®™, sus fragmentos de proteina
recombinantes? y los péptidos sintéticos basados en la
MSP-1%9 inducen inmunidad protectora parcial o comple-
ta en simios. Los péptidos también inducen inmunidad par-
cial en humanos infectados experimentalmente®); anti-
cuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra la
MSP-1 inhiben la invasién del globulo rojo por merozoitos
in vitro1. Los péptidos sintéticos contra la malaria, SPf66,
contienen una secuencia conservada del fragmento de 83
kDa®™.

En un trabajo previo, donde se estudiaron los aminoa-
cidos de las secuencias de la MSP-1 involucrados en la unién
e invasion a las células rojas de sangre en humanos®; se
escogieron 79 péptidos no sobrelapados con un tamafio de
20 aminoéacidos, que fueron sintetizados quimicamente
usando la técnica de sintesis de fase s6lida para multiples
péptidos®1”, encontrando que 9 de ellos presentan alta
unién al receptor del globulo rojo.

Los estudios de la unién de péptidos a las moléculas de
HLA de clase I y IT han encontrado una alta aparicién de
aminoécidos especificos en posiciones especificas, los deno-
minados motivos de unién® que han sido el fundamento
para el desarrollo de métodos predictivos basados en
secuencias(?, en este trabajo se realiza una analogia de
dichos motivos cuantificando aminodacidos especificos a tra-
vés de reglas que definen conjuntos. Desde la perspectiva
de la teoria de conjuntos en un trabajo previo, Rodriguez
desarroll6 un trabajo de péptidos de unién al HLA de clase
II, encontrando un comportamiento caracterizable a par-
tir de reglas halladas experimentalmente en péptidos nona-
méricos especificos, logrando diferenciar péptidos de union
y no unién mediante operaciones matematicas®.

El propésito de la presente investigacion es construir
una metodologia capaz de caracterizar matematicamente
la unién de péptidos del MSP-1 al receptor del glébulo rojo,
partiendo de resultados experimentales® y de un analisis
matematico por medio de la teoria de conjuntos.

Definiciones

Conjunto: seleccién de elementos que cumplen una
regla P(x), definida previamente. El conjunto A se define
como:

A ={x | x cumple con la regla P(x)}

Subconjunto: Si A es subconjunto de B, A esta conte-

nido en B:
(ACB)= (VxeEA=€EB)
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ANEXO I. Para ejemplificar la metodologfa realizada se tomaran como ejemplo 3 secuencias de las 79 estudiadas, de éstas 2 son
de alta unién y 1 de no unién segtin resultados experimentales (3) (Tablas I, II, III, IV y V)

TABLA I. Péptidos usados como ejemplo de la metodologia

Nimero Péptido Alta union
1513 GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA Si
1577 FKVLSKLEGKLKDNLNLEKK S
1527 LEKRIDTLKKNENIKELYDK No

TABLA II. Aplicacién de la Regla 1 a las secuencias ejemplo

Péptido Frecuencia de aparicion Sumatoria Pertenencia al Conjunto I
GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA 2E 2 €
FKVLSKLEGKLKDNLNLEKK 2E +1D 3 €
LEKRIDTLKKNENIKELYDK 3E + 2D+ 1R 6 €

TABLA III. Aplicacion de la Regla 2 a las secuencias ejemplo

Péptido Posicion 1 Posicion 11 Posicion 15 Pertenencia al Conjunto II
GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA G \ G €
FKVLSKLEGKLKDNLNLEKK F IL L E
LEKRIDTLKKNENIKELYDK L N K €

TABLA IV. Aplicacién de la Regla 3 a las secuencias ejemplo

Péptido Pertenencia al Conjunto II

GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA €

FKVLSKLEGKLKDNLNLEKK €

LEKRIDTLKKNENIKELYDK €
TABLA V. Aplicacion de la Regla 4 a las secuencias ejemplo
Péptido Suma frecuencia de aparicion Sumatoria Pertenencia al Conjunto IV
GYSLFQKEKMVLNEGTSGTA 2K +2E 4 €
FKVLSKLEGKLKDNLNLEKK 6K +2E + 1D 9 €
LEKRIDTLKKNENIKELYDK 5K + 3E + 2D+ 1R 11 &
Interseccion: La interseccion de los conjuntos A y B, se MATERIAL Y METODO

define como:
ANB={x|xEAyx€EDb)
Unién: La unién de los conjuntos A y B, se define
como:
AUB={x|xEAoxED)

Se estudiaron 79 secuencias de péptidos no sobrela-
pados de la proteina MSP-1 de Plasmodium falciparum, a
partir de la distribucién de los aminoacidos que las con-
forman y de las caracteristicas quimicas de éstos. Poste-
riormente se establecieron cinco reglas que definen la
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TABLA 1. Ntimero de péptidos que pertenecen (€) y no per-
tenecen (&) a cada conjunto

TABLA II. Ntmero de péptidos que pertenecen (€) y no per-
tenecen (&) a cada conjunto

Conjunto (S &
I 54 25
11 43 36
111 24 55
I\% 43 36

pertenencia o no de un péptido a cuatro conjuntos dife-

rentes.

La determinacion de estas reglas se hizo partiendo de
observaciones experimentales de los péptidos, con las pro-
piedades quimicas involucradas en la unién de los ami-
nodcidos. Las reglas 1 y 5 cuantifican la apariciéon de ami-
nodcidos cargados positivos y negativos en el péptido, la
regla 2 realiza una analogia con los motivos de unién“%1?,
cuantificando aminodacidos especificos en posiciones espe-
cificas, finalmente las reglas 3 y 4 cuantifican la forma en
que se repiten aminoacidos especificos, para con ellas encon-
trar diferencias concretas de los péptidos que se unen y los
que no para sintetizarlas y asi poder diferenciar los pépti-
dos de alta unién de la MSP-1

Las reglas para la determinacién de los conjuntos son:
* Regla 1. Valores de 2, 3,4, 6 6 7 en la suma de la fre-

cuencia de aparicién de los aminodcidos D, E, Hy Ren

la secuencia.

* Regla 2. Presencia de los aminoacidos K, N, G, A, V, L,
F,M, P, R, E, T 6Ien las posiciones 1,11y 15 0 en las
posiciones 2, 3, 6,7, 8,10, 11, 16, 19, y 20.

* Regla 3. Presencia de la cadena KK, TT, SS, NN-ENE, 6
KXK en el péptido. Donde NN-ENE quiere decir que
ademas de la cadena NN hay una cadena ENE separa-
da en la secuencia y KXK se define por la presencia de
dos lisinas (K) separadas por Y 6 E.

* Regla 4. Presencia de la cadena LL, EE, MM, VV, 6 VNV
en el péptido.

* Regla 5. Valores de 4, 5,6,7 69 en la suma de la fre-
cuencia de aparicion de los aminoacidos K, D, E, Hy
R en ]a secuencia.

A partir de las reglas anteriores se definieron los siguien-
tes conjuntos:

* I={x | xcumplen la primera regla}

e II'={x | x cumplen la segunda regla}

e II={x | x cumplen la tercera regla y no cumplen la cuar-
ta regla}

* IV ={x | x cumplen la quinta regla}

Donde x €S5.Y S es el conjunto de todas las posibles
cadenas peptidicas de 20 aminoacidos de MSP-1.
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Conjunto (S &

I 54 25

INII 33 46

INI)NII 11 68

(@N1In NI NIV) 9 70
((I'M 1) NI N IV): conjunto union

Posteriormente, estas reglas fueron evaluadas en los 79
péptidos no sobrelapados de la proteina MSP-1, con un
tamafo de 20 aminoacidos cada uno, tomados de un estu-
dio experimental ((4), ver Anexo 1). Finalmente se realizan
las intersecciones de los cuatro conjuntos, definida ésta como
el conjunto (Unién): Unién = {((I N II) N 1II) N IV)}. Por tra-
tarse de una metodologfa matematica no requiere de ana-
lisis estadisticos ni el uso de una gran cantidad de datos
experimentales.

RESULTADOS

De los 79 péptidos evaluados, 54 pertenecen al conjun-
to I, 43 pertenecen al conjunto II, 24 pertenecen al conjunto
11, y 43 pertenecen al conjunto IV (Tabla I).

De los 79 péptidos, 33 pertenecen al conjunto I N 11, 11
pertenecen al conjunto (I N II) N III, y 9 pertenecen al con-
junto (I N II) NI N IV), (Tabla II), estos 9 péptidos corres-
ponden a los péptidos de alta unién comprobados experi-
mentalmente: 1513, 1522, 1577, 1582, 1585, 1589, 1590, 1591,
1598, siendo este conjunto el que define los péptidos de alta
union.

DISCUSION

Este es el primer trabajo en el que, a partir de la teoria
de conjuntos, de observaciones experimentales y de reglas
diferenciadoras, se caracteriza el fendmeno de alta unién
de la proteina de membrana MSP-1 al receptor de glébulo
rojo, encontrando 6rdenes matematicos que diferencian los
péptidos que presentan alta union, de los péptidos que no,
de forma objetiva y reproducible.

Por medio de observaciones experimentales, se esta-
blecieron 5 reglas que definen la pertenencia a 4 conjun-
tos de péptidos. Estas reglas se basan en patrones mate-
maticos que representan las propiedades de las cadenas
aminoacidicas componentes de los péptidos, evidencian-
do desde de la teorfa de conjuntos érdenes matematicos
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acausales asociados a los péptidos de alta unién, que per-
miten diferenciarlos de los péptidos de baja unién. Las
operaciones entre los conjuntos establecidos por las cua-
tro reglas describen un orden fisico y matematico acau-
sal que determina los péptidos de alta unién al glébulo
rojo.

Este trabajo permite, mediante reglas especificas que se
sintetizan con la teorfa de conjuntos, encontrar un orden en
la unién de los péptidos de alta unién al receptor del glo-
bulo rojo en el proceso de invasion a éste, a diferencia del
trabajo de unién al HLA clase II basado también en la teo-
ria de conjuntos® donde se diferencian péptidos de unién
ala molécula presentadora en el proceso antigénico para la
respuesta inmune.

Algunos trabajos de prediccion de union de péptidos
usan algoritmos evolucionarios junto con redes neuro-
nales artificiales partiendo de grandes bases de datos para
predecir qué péptidos se uniran, basados en resultados
experimentales®?-29. Otro tipo de desarrollo para predecir
unién de péptidos es un SVM (Support Vector Machine),
que no utiliza una gran cantidad de datos, sin embargo
sus predicciones no obtienen altos porcentajes de correla-
cién experimental@. Este es un trabajo tedrico practico
que desarrolla una metodologia que evidencia érdenes
matematicos objetivos y reproducibles, determinados por
medio de la teoria de conjuntos, cuyas correlaciones se
corroboran experimentalmente. No se necesitan analisis
estadisticos, pues los péptidos son caracterizados a través
de reglas simples, establecidas desde la teorfa de conjun-
tos.

Limitaciones del estudio

La metodologia presentada para la determinacién de
péptidos de alta unién ha sido corroborada hasta ahora tini-
camente para caracterizar la union al globulo rojo en esta
proteina especifica. Para su generalizacién seria util estu-
diar reglas similares a éstas, para moléculas importantes en
la unién ligando-receptor de malaria y de otras enferme-
dades como tuberculosis, VIH y cancer, entre otras.
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