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INTRODUCCION

I.  BIOINFORMATICA

La Bioinformatica es, segin una de sus definiciones mas sencillas dada por el EBI
(European Bioinformatics Institute), la aplicacién de tecnologia de computadores a la gestiony
analisis de datos bioldgicos (http://www.ebi.ac.uk/2can/bioinformatics/bioinf_what_1.html).
Segun el NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/):
"Bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual confluyen varias disciplinas tales como:
biologia, computacién y tecnologia de la informacién. El fin dltimo de este campo es facilitar el
descubrimiento de nuevas ideas bioldgicas asi como crear perspectivas globales a partir de las
cuales se puedan discernir principios unificadores en biologia”.

La Bioinformatica es por lo tanto una disciplina cientifica que utiliza tecnologia de la
informacidn para organizar, analizar y distribuir informacién bioldgica con la finalidad de
responder preguntas complejas en biologia. Es un drea multidisciplinaria, la cual puede ser
ampliamente definida como una interfase entre Biologia y Computacidn.

Inicialmente, cuando comenzé esta rama de la ciencia, el concepto de Bioinformatica se
referia sélo a la creacidn y mantenimiento de bases de datos donde se almacena informacion
bioldgica, tales como secuencias de nucledtidos y aminodacidos. Pero hoy dia, la aplicacion de la
Bioinformatica implica solucionar o investigar problemas sobre escalas de tal magnitud que
sobrepasan las capacidades humanas usando para esto herramientas de sistemas vy
computacion. Para ello se procede a la coleccién, organizacidon, almacenamiento y
recuperacion de la informacién bioldgica que se encuentra en distintas bases de datos
mediante el desarrollo de distintas técnicas: informdatica, matematica aplicada, estadistica,
ciencias de la computacion, inteligencia artificial, quimica y bioquimica y simulaciéon de
sistemas, mecanismos todos ellos imprescindibles en Bioinformatica y sin cuyo aporte no
existiria esta rama de la ciencia.

Por otra parte, el desarrollo de bases de datos no solamente implica el diseiio de las
mismas, sino también el desarrollo de interfaces complejas donde los investigadores puedan
acceder a los datos existentes y suministrar o revisar esos datos. Esas interfaces sirven después
para que los investigadores puedan combinar toda esa informacién para formarse una idea de
las situaciones experimentales normales o de referencia, de tal manera que puedan estudiar
como estas situaciones pueden verse alteradas en los estados bajo estudio, por ejemplo, para
localizar un gen dentro de una secuencia, predecir estructura o funcién de proteinas y agrupar

secuencias de proteinas en familias relacionadas.



Las herramientas de software para Bioinformatica van desde simples herramientas de
linea de comandos hasta complejos programas graficos y servicios web auténomos situados en
compafias de bioinformatica o instituciones publicas.

Los principales campos de la Bioinformatica incluyen alineamientos de secuencias,
prediccién de genes, montaje de genomas, alineamientos estructurales de proteinas,
predicciones de estructura de proteinas, predicciones de expresién génica, interacciones
proteina-proteina, y modelado de la evolucion.

Los servicios bioinformaticos bdsicos, de acuerdo a la clasificacion del EBI (European

Bioinformatics Institute), podrian clasificarse la siguiente manera:

e Servicios de obtencién de informacién en linea (por ejemplo: Uniprot,
http://www.uniprot.org/).

e Herramientas de andlisis (por ejemplo EMBOSS, http://emboss.sourceforge.net/).

e Busquedas de similitudes entre secuencias (como BLAST,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

e Alineamientos multiples de secuencias (por ejemplo ClustalwW
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

e Andlisis estructural (acceso a servicios de alineamiento estructural de proteinas como
Swiss-Model, http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html).

e Servicios de acceso a literatura especializada y ontologias (PubMed, GO

http://www.geneontology.org/).

Il.  PROTEOMICA

La utopia que suponia hace 15 afos la secuenciacién de genomas completos es hoy en dia
toda una realidad. En base a los datos disponibles en febrero de 2009 se tiene constancia de la
existencia de 4595 proyectos de secuenciacion (completados ya 949), siendo en total 1016 de
eucariotas (fuente: GOLD: www.genomesonline.org). Los grandes proyectos de secuenciacion
de genomas han generado una enorme cantidad de informacién y la necesidad de descifrar
esta informacién gendmica ha estimulado considerablemente el estudio directo y a gran escala
de las proteinas.

El término proteoma, se usd por primera vez en 1996 para describir el conjunto de
proteinas que se expresan a partir de un genoma. Se define como el conjunto de las proteinas
expresadas en un organismo en un determinado momento bajo unas determinadas

circunstancias.



El proteoma es un elemento muy dindmico, cuyos componentes varian entre organismos,
tejidos, células u organulos como consecuencia de cambios en su entorno, situaciones de
estrés, administracion de drogas, efectores o sefiales bioquimicas o su estado fisioldgico o
patolégico. Todos estos factores incrementan de forma considerable la complejidad del
proteoma, como consecuencia de la activacidon o supresion de la expresién de genes, las
alteraciones de las interacciones entre las proteinas, o los cambios en sus modificaciones
postraduccionales. El objetivo principal en protedmica es la identificacion de esas variaciones.
Interesa conocer cuales son las diferencias en los niveles de proteinas cuando un organismo
estd sometido a determinadas condiciones ambientales, por ejemplo, cuales son las
diferencias en la expresidon de determinadas proteinas cuando se compara un tejido sano con
otro enfermo.

Para los analisis globales y separacion de los componentes de un proteoma dado pueden
utilizarse dos tipos de estrategias:

a) Convencional: se separan todas las proteinas de la muestra (mediante técnicas de
electroforesis bidimensional generalmente) y posteriormente se tratan las proteinas
de interés para su posterior identificacion mediante espectrometria de masas.

b) De gran escala (“shot-gun proteomics”): la muestra es tratada con una enzima
proteolitica y la mezcla de péptidos resultantes se separan mediante cromatografia
liguida acoplada a un sistema de espectrometria de masas. Asi se consigue la

identificacion masiva de todas las proteinas presentes en la mezcla.

Una vez que se ha realizado el andlisis de imagen (en caso de haber utilizado la
electroforesis bidimensional) o la cromatografia liquida (en el caso de las técnicas de andlisis a
gran escala) hay que identificar las proteinas de interés.

Debido a la gran capacidad de analisis (alto rendimiento), a su precision y a la
sensibilidad en la determinacién de masas moleculares de las proteinas la tecnologia analitica
por excelencia en Protedmica para la identificaciéon de proteinas es la espectrometria de
masas. Un espectrometro de masas es un instrumento analitico que convierte los
componentes de una muestra en iones gaseosos (moléculas que estan cargadas
eléctricamente) y los separa en base a su relacion masa/carga. En él se diferencian tres tipos

de componentes: la fuente de ionizacidn, el analizador y el detector.



a) FUENTES DE IONIZACION

MALDI

La desorcién de iones asistida por laser (MALDI: Matrix-assisted laser desorption
ionization) es uno de los dos métodos de ionizacidon “suaves” que actualmente se utilizan en
espectrometria de masas. Este método fue desarrollado por Karas y Hillenkamp a finales de los
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Figura 1. Esquema de funcionamiento de una fuente de ionizacién MALDI. (Fuente: www.magnet.fsu.edu).

Electrospray

La espectrometria de masas para biomoléculas basada en electrospray fue
desarrollada por Fenn en 1989. Este método de ionizacidn consiste en el uso de una aguja a
través de la cual se bombean flujos muy reducidos de una disolucidn (normalmente una
mezcla entre organico y agua, como metanol:agua, 50:50) que contiene al analito disuelto. En
la punta de esa aguja se aplica un voltaje muy alto de forma que se produce una dispersién
electrostatica del fluido en pequefias gotas que se evaporan y dan su carga a las moléculas de

analito que se ionizan a presion atmosférica.

Figura 2. Esquema de funcionamiento de una fuente de ionizacién ESI. (Fuente: www.magnet.fsu.edu)
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b) TIPOS DE ESPECTROMETROS DE MASAS

Los espectrometros de masas miden la relacion masa-carga (m/z) de analitos como
proteinas, péptidos o fragmentos peptidicos. Existen tres principios basicos muy diferentes
para realizar la separacién segln masas: separacion en base al tiempo de vuelo (TOF MS),
separacion mediante campos eléctricos cuadrupolo generados por cilindros metalicos
(Quadrupole MS) y separacion mediante seleccion de iones desde una trampa magnética
tridimensional (IT MS o FTIC MS).

Para la secuenciacién de péptidos se llevan a cabo dos pasos de espectrometria de
masas en tandem (MS/MS) que se pueden realizar empleando el mismo principio de
separacidon o una combinacidn entre los tres anteriores.

Tanto MALDI como nESI se pueden acoplar a cualquiera de los tres métodos de
separacion. El hecho de que la fuente MALDI produzca pequefios pulsos de iones en el vacio y
que la fuente nESI genere iones de forma continua a presién atmosférica ha hecho que la
primera acople normalmente a analizadores tipo TOF y que la segunda se acople a cuadrupolos

y trampas idnicas.

c) SECUENCIACION DE PEPTIDOS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Una vez que el espectrémetro de masas ha determinado los valores m/z de todos los
picos del espectro, se procede a la obtencidn de la estructura primaria o secuencia.

En la espectrometria de masas en tdndem normalmente un ion en particular se aisla y
se le imparte energia con un gas inerte en una cdmara de colisién. De esta forma se produce la
fragmentaciéon mediante colisiones que hacen que el péptido se rompa en varios lugares
(principalmente el enlace peptidico) y que se produzca un espectro de los fragmentos
resultantes que se denomina “espectro de fragmentacion”.

La forma de nombrar los distintos fragmentos depende de si contienen el extremo N-
terminal o el C-terminal; asi los fragmentos de tipo a, b, ¢ contienen el extremo amino terminal
mientras que los de tipo x, y, z contienen el carboxilo terminal. Los iones mas comunes e
informativos suelen ser los resultantes de la rotura del enlace peptidico y se llaman iones de
“serie b” (con la carga en la parte aminoterminal del péptido) e iones de “serie y” (con la carga
en la parte carboxiterminal).

Cada fragmento peptidico de una serie difiere de su vecino en un solo aminodcido. En
principio es posible determinar la secuencia aminoacidica facilmente, considerando solamente

la diferencia de masas entre picos vecinos de una serie.
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Figura 3. Esquema de fragmentacion de un péptido tedrico con las correspondientes series b/y. Se muestra también
en la figura un espectro de masas tedrico para dichas series.

Hoy dia existen varios algoritmos informaticos que se encargan de la secuenciacién de
novo a partir de los datos de los espectros de fragmentacién: Audens

(http://www.ti.inf.ethz.ch/pw/software/audens/),

Lutefisk(http://www.hairyfatguy.com/lutefisk/), NovoHMM, PepNovo, Peaks

(http://www.bioinformaticssolutions.com ) o DeNovoX (http://www.thermo.com) entre otros.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN BASES DE DATOS

Para la identificacién en las distintas bases de datos existentes hay multitud de
algoritmos informaticos disponibles en la web que ayudan a identificar proteinas en base a las
secuencias peptidicas que se obtienen de un espectrémetro de masas. La identificacidon de
estas proteinas se lleva a cabo mediante el andlisis y correlacién de los espectros
experimentales con los espectros tedricos simulados a partir de los datos de secuencia
contenidos en las distintas bases de datos o bien mediante la busqueda de esas secuencias en
las bases de datos. La estrategia de identificacion de la proteina depende del tipo de

espectrometria utilizada. Asi encontramos tres grandes aproximaciones:

1. Identificacion mediante huella peptidica o PMF: En ella se compara la lista de picos de
masas peptidicas del espectro de masas (o fullscan) obtenido tras la digestién de una muestra
con una lista de masas peptidicas calculadas de todas las entradas de una base de datos dada.
Si ambas listas coinciden en varias masas se procesa la informacion obtenida y se le asigna una

puntuacion al estilo de la herramienta Blast. Su alta dependencia de la similitud con las


http://www.ti.inf.ethz.ch/pw/software/audens/

proteinas de las bases de datos utilizadas es una gran desventaja en este tipo de metodologia
de identificacion.

2. ldentificacién mediante espectro de fragmentacion o PFF: es una modificacién del
anterior con la diferencia de que los espectros que se utilizan no son de masas, sino espectros
de fragmentacién de péptidos generados a partir de la muestra que esta pasando por el
espectrémetro de masas. A partir de las listas de picos de los espectros de fragmentacion se
lleva a cabo la busqueda en las bases de datos de espectros de fragmentacién tedricos
obtenidos a partir de las entradas existentes en la base de datos. La principal ventaja respecto
a la identificacidon de proteinas por huella peptidica es su menor dependencia de las bases de
datos, ya que requiere menor similitud con las proteinas presentes en estas bases y ademas se
puede analizar mezclas complejas de proteinas sin necesidad de fraccionarlas previamente,
aunque como desventaja tiene que sus niveles de sensibilidad son menores.

3. Secuenciacién “de novo”: En este tipo de identificaciones, se interpretan los espectros
de fragmentacidon bien manualmente o bien de forma automatizada mediante software
realizado para esta tarea (véase punto anterior).

Una vez obtenida la secuencia peptidica del espectro en cuestion se realiza una busqueda
en las bases de datos utilizando multiples herramientas como por ejemplo Blast, las cuales nos
daran una posible identificacidn (por similitud) de la proteina de la que procede el fragmento

peptidico que hemos secuenciado, como es el caso que nos ocupa.



lll. Busqueda de similitud

Cuando se obtiene una secuencia nueva, normalmente, un investigador trata de identificar

a que gen o proteina pertenece comparando la secuencia que ha obtenido experimentalmente
contra una base de datos con secuencias previamente caracterizadas, para lo que se usa una
herramienta de budsqueda de similitud.
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de alineamiento local
de secuencias, ya sea de ADN o de proteinas, que puede comparar una secuencia problema
contra secuencias que se encuentren en una base de datos (como por ejemplo la base de
datos de Swiss-Prot) encontrando las secuencias de la base de datos que tienen mayor
parecido a la secuencia problema. Al utilizar un algoritmo heuristico no se nos garantiza la
solucidn éptima pero podremos calcular la significacidon de los resultados, lo que nos dard un
pardmetro con el que valorar los resultados que se han obtenido tras la busqueda.

BLAST es mantenido por el NIH a través de NCBI (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) siendo de dominio publico y de uso gratuito.
Ademas de los servidores disponibles para BLAST en EEUU existen otros disponibles en Europa
en el EBI, Sanger Institute y otros y también existe un paquete instalable en standalone,
ofrecida por los distintos proyectos gendmicos para analizar sus datos, etc.

La ventaja de utilizar BLAST a través del formulario que provee el NCBI es que el usuario no
tiene que mantener al dia las bases de datos y ademds la busqueda se realiza muy
rapidamente. Sin embargo, de esta manera no se pueden realizar bdsquedas masivas ni
personalizar la base de datos contra la que se desea comparar la secuencia en cuestion, ni
poder manejar varios parametros que en las busquedas de NCBI estan estandarizados (e-
Value por ejemplo). Para estos casos estd mas indicada la aplicacion local de BLAST, que
provee una mayor flexibilidad para los usuarios avanzados.

BLAST utiliza el algoritmo Smith-Waterman que se basa en el uso de algoritmos de
programacion dindmica para garantizar que el alineamiento local encontrado es dptimo con
respecto a un determinado sistema de puntuacidn utilizado como las matrices tipo BLOSUM o
PAM.

El uso de este tipo de matrices permite a BLAST dar una puntuacién a los alineamientos
que realiza. Una matriz de este tipo contiene la puntuacidn (score) que se le da al alinear un
nucleétido o un aminodcido X de la secuencia A con otro aminoacido Y de la secuencia B.
Existen distintos tipos de programas Blast para el analisis de secuencias tanto de nucledtidos

(Blastn, BlastX, TBlastX) como de proteinas (Blastp, PSI-Blast, PHI-Blast, TBlastn, etc). En este



proyecto se utilizara por razones obvias a Blastp, que compara una secuencia de aminodcidos
contra una base de datos del mismo tipo. Normalmente se usan las matrices BLOSUM o PAM

para realizar los alineamientos.

V. PERL

Perl es un lenguaje de programacion creado y disefado por Larry Wall en 1987. Es un
acrénimo de Practical Extracting and Reporting Language lo que ya nos indica que se trata de
un lenguaje de programacion para extraer informacidon de archivos de texto y generar informes
a partir del contenido de los ficheros.

Perl es un lenguaje interpretado muy cercano aunque mas facil y de mayor nivel que los
intérpretes de drdenes tipo UNIX como bash y tcsh, de los que provino su expansion. Asi esta
inspirado en sh, awk y sed y finalmente C, denominador comun de todos estos lenguajes de
origen UNIX, pero esta enfocado a ser mas practico y facil que estos ultimos.

En Perl las variables son prefijadas con signos @, S, % etc, para indicar su tipo. Aparte de
su mucha mayor facilidad de creaciéon de programas, con subrutinas, mddulos y objetos, Perl
se destaca por la facilidad con la que se manipulan las cadenas de letras. Ademds Perl tiene
muchas funciones integradas para tareas comunes de UNIX y para acceder a los recursos del
sistema.

Una diferencia fundamental de Perl con respecto a los otros lenguajes es la flexibilidad en
el tamafio de los datos con los que trabaja ya que el limite lo pone la memoria que en ese
momento se encuentre disponible en el sistema sobre el cual se encuentra. La memoria
dindmica se maneja de forma transparente y es muy seguro construir estructuras muy
complejas de datos sin que haya que preocuparse de punteros ni errores de acceso a
direcciones de memoria.

Al ser un lenguaje de programacion interpretado, el cédigo de los guiones/programas
en Perl no se compila sino que cada vez que se quiere ejecutar se lee el cédigo y se pone en
marcha interpretando lo que hay escrito. Ademas es extensible a otros lenguajes, ya que desde
Perl podremos hacer llamadas a subprogramas escritos en otros lenguajes y viceversa: desde
otros lenguajes podremos ejecutar codigo Perl.

Este lenguaje se utiliza también frecuentemente para realizar “enlaces” entre sistemas
e interfaces que no fueron disefiados para interaccionar entre ellos y para la mineria de datos,
convirtiendo o procesando grandes cantidades de datos para tareas como por ejemplo crear
informes. También es ampliamente usado en Bioinformdatica donde es muy apreciado por su
desarrollo rapido, tanto de aplicaciones como de despliegue, asi como la habilidad de manejar

grandes volumenes de datos. Aun con todas estas propiedades su uso ha ido disminuyendo



(Perl ya ha superado con creces el objetivo para el que fue creado) a favor de nuevos lenguajes

de programacion en alza como Ruby (http://www.ruby-lang.org/es/) y proyectos asociados a

esos lenguajes como BioRuby, una plataforma bioinformdtica basada en lenguaje Ruby

(http://bioruby.org/ )

Veamos por ultimo un guién que cuenta los nucleétidos desde un fichero como un
ejemplo de lenguaje Perl:
#!/usr/bin/env perl
Sficherol = "nucleotidos.txt";
open (F1,"<Sficherol1")| | die "Error: no puedo abrir el archivo\n";
while (<F1>) {

chomp;

Sconteo += length if | /A>/;

print "Ud. tiene Sconteo nucleotidos en el fichero";
close (F1);

V.  OBIJETIVOS DEL PROYECTO

El desarrollo del presente Proyecto de Fin de Master viene motivado por la gran cantidad
de problemas que el investigador novel en bioinformatica tiene a la hora de llevar a cabo Ila
identificacion masiva de secuencias peptidicas provenientes de secuenciacion “de novo”
mediante espectrometria de masas en las bases de datos mas comunmente utilizadas por los
investigadores en Internet.

Estas bases de datos son muy complejas y contienen demasiada informacién que no
siempre se usa en su totalidad. Por ejemplo, la pagina web de uniprot ofrece informacion muy
extensa sobre la proteina que estemos buscando en varios subapartados: nombres y origenes,
atributos de la proteina, comentarios de la anotacién, ontologia, anotaciones sobre la
secuencia, secuencia en formato fasta y propiedades como longitud y masa tedricas,
referencias cruzadas, referencias bibliograficas, etc.

De forma general, la mayoria de los servicios basados en web tienen este formato, con
demasiada informacién que resulta inabarcable para el investigador que mayoritariamente

quiere restringir su busqueda al nombre, funcidn y las propiedades que le permitan identificar


http://www.ruby-lang.org/es/
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por similitud la secuencia en cuestion (score y e-value), o sea, una pequefiisima parte de la
informacidn ofrecida por estos servicios.

Por otra parte, en el caso que nos ocupa, al hecho de trabajar en un campo relativamente
nuevo como la protedmica se suma también la complicacién de estar trabajando con
organismos no secuenciados. Las secuencias de los organismos con los que se trabaja estan
escasamente representadas en las bases de datos debiendo realizar gran cantidad de trabajo
de mineria de datos y busquedas para poder dar una minima garantia de identificacién de
proteinas que creemos que estan involucradas en las distintas situaciones experimentales con
las que trabajamos en el laboratorio.

La creacidon de este programa podra constituir una herramienta mds eficaz para la
realizacion de este trabajo y ayudara a ahorrar tiempo en la identificacidon y busqueda de las
funciones mas comunes de las proteinas que estemos tratando de identificar, ademas de
resultar una herramienta sencilla y disponible por la web en el caso de montar un servidor
publico o bien de forma local.

Ademas, se ha de tener en cuenta que gracias al aspecto local de esta herramienta sera
totalmente adaptable a las necesidades del investigador permitiendo encontrar similitud en
secuencias muy cortas como las que generalmente se encuentran en las secuenciaciones “de
novo” que nos ocupan.

M4ds adelante, se tratarda de ampliar la informacion que ofrece el programa (o guidn)
mejorando la presentacion de resultados y ampliando la informacién suministrada al usuario
mediante la inclusion de nuevos mdédulos que nos puedan dar informacion de la estructura
tridimensional de la proteina identificada o incluso un calculo de su masa relativa y punto

isoeléctrico tedricos.



MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente Proyecto de Fin de Master se ha utilizado como
plataforma Microsoft Windows Vista. Todos los materiales que a continuacion se describen se
deben instalar en dicha plataforma tal como se indica en el Anexo 1. También se describen las
posibles instalaciones de material necesario en otras plataformas como MacOS o Linux (se ha

elegido la distribuciéon Ubuntu Jaunty Jackalope 9.04 en este caso) en los anexos 2 y 3.

El programa final estd enteramente escrito en Perl y ha sido implementado en un
servidor web. El cédigo fuente del mismo puede ser consultado en el fichero adjunto a esta

memoria.

1. INTERPRETE PERL

El lenguaje Perl necesita un intérprete, el cual estd escrito en C, junto con una gran
coleccion de maddulos, escritos tanto en Perl como en C. La distribucion fuente tenia en 2005
un tamano de unos 12 MB comprimida en un archivo tar. En dicha distribucion existian 500
madulos en la distribucidn, sumando 200.000 lineas de Perl y unas 350.000 lineas adicionales
de cédigo C.

El intérprete tiene una arquitectura orientada a objetos. Todos los elementos del lenguaje
Perl (escalares, listas, hashes, referencias a cddigo, manejadores de archivos) estan
representados en el intérprete como estructuras C. Las operaciones sobre estas estructuras

estan definidas como una numerosa coleccidn de macros, typedef y funciones.

. BIOPERL
Ademas del intérprete de Perl, necesitaremos instalar una serie de mddulos especificos
para nuestro Programa. Estos mddulos son suministrados por la libreria BioPerl.

BioPerl es una enorme coleccion de mddulos Perl que facilitan el desarrollo de scripts
perl para aplicaciones bioinformaticas. También suministra interfaces para el analisis de
secuencias con una gran variedad de programas externos (FASTA, BLAST, ClustalW, etc.) asi
como interfaces para trabajar con bases de datos remotas (GenBank, EMBL, etc.) o locales
(MySQL, Bases de datos con ficheros planos, GFF, etc.) para el almacenamiento y recuperacién

de estas secuencias.



Bioperl suministra modulos para la mayoria de las tareas de uso comun en la

programacion bioinformatica. Estas tareas incluyen:

e Acceso a datos de secuencias desde bases de datos tanto locales como online
e Transformaciones en distintos formatos de bases de datos o ficheros

e Manipulacién de secuencias individuales

e Busqueda de secuencias similares

e Creacion y manipulacién de alineamientos de secuencias

e Busqueda de genes y otras estructuras en DNA

e Desarrollo de anotaciones de secuencias comprensibles para computacién

Los mddulos a instalar son los siguientes son listados en la tabla 1:

Tabla 1. Mddulos Bioperl que habran de ser instalados para el correcto funcionamiento del programa

Name perl 5.10

BioPerl-Regular Releases http://bioperl.org/DIST

BioPerl-Release Candidates http://bioperl.org/DIST/RC

Kobes http://cpan.uwinnipeg.ca/PPMPackages/10xx/
Bribes http://www.Bribes.org/perl/ppm

tcool No Disponible

. cal

El CGI (por sus siglas en inglés “Common Gateway Interface”) es de las primeras
formas de programacién web dindmica. Cuando Internet inicid su funcionamiento solo
se podia ver texto, imagenes y enlaces, todo ello estatico y nada dindmico. Gracias a la
introduccion de “plugins” en los navegadores, se permitid6 mayor interactividad entre el
usuario y el cliente, aunque estaba limitado por la velocidad y la necesidad de tener que bajar
e instalar cada “plugin” que se necesitara, por lo que estos se desarrollaron mayormente en
areas de video, audio y virtualizacion.

El CGI supuso un cambio en la forma de manipular informacién en la web y es una
importante tecnologia que permite a un cliente (explorador web) solicitar datos de un
programa ejecutado en un servidor web y que tiene la ventaja de correr en el servidor cuando
el usuario lo solicita por lo que es dependiente del servidor y no de la computadora del
usuario.

El CGI especifica un estandar para transferir datos entre el cliente y el programa. Es un
mecanismo de comunicacion entre el servidor web y una aplicacidon externa cuyo resultado
final de la ejecucion son objetos MIME. Las aplicaciones que se ejecutan en el servidor reciben

el nombre de CGls.



Para el desarrollo del programa de este proyecto necesitaremos tener instalado el
maodulo CGI de Perl, lo que nos permite ejecutar el programa en el servidor web y devolver los
resultados via HTML. Normalmente dicho mdédulo viene con la distribucidén estandar de PERL.
Para saber si tenemos instalado el mdédulo basta con escribir en una terminal perl -e 'use
Nombre_del_Moédulo'. En caso de que este instalado aparecerd de nuevo el prompt de la

consola, mientras que si no esta instalado aparecerd un mensaje de error.

Iv. APACHE

El servidor Apache se desarrolla dentro del proyecto HTTP Server (httpd) de la Apache
Software Foundation (http://www.apache.org/). Es un software servidor HTTP de cddigo
abierto para plataformas Unix, MS Windows, Macintosh y otras, que implementa el protocolo
HTTP/1.1 y la nocién de sitio virtual y serd utilizado como servidor local durante este PFM.
Durante el desarrollo de este PFM se utilizd la distribucidn 2.0.63 (http://ftp.udc.es/apache-
dist/httpd/binaries/win32/apache_2.0.63-win32-x86-no_ssl.msi) para MS Windows aunque
hoy dia ya existe una nueva versiéon disponible (2.2.11). El archivo es suministrado via ftp,
comprimido en zip, con un tamafio de 7,9 MB. Apache es el que permite el uso del programa

desarrollado en este proyecto.

V. BASES DE DATOS

Para trabajar por supuesto necesitaremos una base de datos local. (Véase Anexo |, Apartado
IV: BASES DE DATOS UTILIZADAS)
En el desarrollo de este trabajo se ha utilizado la base de datos de Swiss-Port porque es la base
de datos de proteinas con mayor calidad de anotaciones siendo incluso revisada manualmente
por expertos en anotacién proteica de forma continua, hecho que no ocurre por ejemplo, en
las bases de datos pertenecientes al NCBI. Esta base de datos esta depositada en el servidor de
Uniprot.org (http://www.uniprot.org/downloads)

De este repositorio se descargara la opcidon UniProtKB/Swiss-Prot en formato FASTA. El
archivo que nos vamos a descargar via ftp viene comprimido como .gz y tiene un tamafio de
61,2 MB. Una vez descomprimido, tiene un tamafio de unos 188 MB, tratandose de un fichero
plano en formato FASTA. Esta base de datos quedara con el nombre de uniprot_sprot.fasta.

Por otra parte, debido a necesidades que surgirdn mads adelante para mostrar los
resultados, debemos descargar también la misma base de datos pero en formato .dat, ya que
el script requerira mas adelante un fichero .idx donde se “indexa” toda la base de datos para
buscar anotaciones de las fuentes: Keywords, Gene Ontologies y enlaces con Interpro. Dicho

fichero se encuentra también en el servidor de Uniprot.org pero no esta visible como en el



caso de la base de datos en formato FASTA, sino que hay que buscarlo en la zona ftp en la
siguiente direccién:
ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot_datafiles_by format/flatfile/uniprot_sprot.dat.gz

Se descargara un archivo comprimido en .gz que tiene un tamafio aproximado de 317 MBy
qgue tras ser descomprimido tiene un tamafio total aproximado de 1,7 GB. Este archivo se

formateard a .idx como veremos mas adelante.

VL. PAQUETE SOFTWARE BLAST
Para poder realizar busquedas locales necesitaremos instalar el paquete de software BLAST
disponible en el servidor de NCBI:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastDocs&DOC TYPE=Downl

oad

La herramienta Formatdb (incluida dentro del paquete Blast) es una de las
herramientas principales para la consecucién de nuestro PFM. Esta herramienta se usa para
formatear bases de datos, bien sean de nucledtidos o proteinas como es nuestro caso, y
adecuarlas al uso de otras herramientas que utiliza Blast en sus busquedas.

La base de datos que se formatea con Formatdb debe tener formato FASTA, como la
que hemos comentado antes o bien ASN.1, siendo el mas comun el primero de estos dos
casos. Una vez que se formatee la base de datos, Formatdb deja de ser necesario para el resto

del PFM.

VIl. FORMATO DE .DAT A .IDX
Como comentamos anteriormente, necesitaremos formatear también la base de datos de
su extension .dat a .idx para ofrecer al usuario mas resultados tras la busqueda. Para ello
utilizaremos un pequefio guién en Perl que utiliza el médulo Swissprot de BioPerl. El cédigo es

el siguiente:

#!/usr/bin/env perl

# AlPerez, 2007-02-20

# Index a file with Swiss-Prot records

# Running: perl indexSwissprotFile.pl swissprot_file

use Bio::Index::Swissprot;
SENV{BIOPERL_INDEX_TYPE} = "SDBM_File";

my Sfile = shift;
my Sinx = Bio::Index::Swissprot->new(-filename => Sfile . ".idx", -write_flag => 1);
Sinx->make_index(Sfile);


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download

VIil. EDITOR HTML
Necesitaremos un editor HTML cualquiera para componer la pdgina de inicio y de
resultados.
Para ello se puede escoger cualquier editor como KompoZer (el que se ha escogido para
trabajar en este PFM) o Dreamweaver, Frontpage (aunque se desaconseja su uso por estar

orientado a obtener pdaginas optimizadas solo para Internet Explorer)

RESULTADOS Y DISCUSION

I.  DESCRIPCION DE LA HERRAMIENTA DESARROLLADA: BlaStorP

El programa desarrollado ha sido implementado en un servidor web al que llamo BlaStorP
por la herramienta central del programa (Blast) y el sufijo del campo en el que es aplicado
escrito al revés (PROTedmica). El servidor web es accesible desde

http://jaguar.genetica.uma.es/blast y tiene una serie de pardmetros de entrada necesarios

para obtener la prediccidn final, los cuales seran descritos en las siguientes secciones.

I.A. Entradas
El programa acepta, como entrada, una secuencia proteica representada en el alfabeto de
aminodcidos de una sola letra. La longitud mdaxima permitida es de 25 aminoacidos, para asi
bloguear posibles intentos de saturacion del servidor mediante la introduccidn de secuencias
largas que incrementarian en demasia el tiempo de realizacion de la bisqueda o bloquearian

la correcta ejecucién del Programa.

1.B. Matrices de puntuacion
Para comparar las secuencias, BlaStorP utiliza matrices de puntuacién BLOSUM como
una forma de cuantificar la similitud entre la secuencia problema y las secuencias de la base de
datos.
Para calcular la puntuacion de cada alineamiento, es necesario dar una mayor puntuacion
a los aminoacidos idénticos que a las posiciones similares, y a éstas mas que a las no similares.
La manera de permitir flexibilidad a la hora de determinar qué puntuacién se asigna para cada
cambio, es la utilizacion de matrices de sustitucion (PAM o BLOSUM), en las cuales la

puntuacion para cada posible reemplazamiento se encuentra predeterminada.


http://jaguar.genetica.uma.es/blast

El hecho de haber utilizado matrices BLOSUM para el desarrollo de BlaStorP es debido a
qgue entre las matrices PAM y BLOSUM existe una equivalencia (Tabla 2), la cual depende del
porcentaje de identidad (%id), por lo que en caso de comparar puntuaciones con ambos tipos
de matrices se debe tener presente este matiz. Asi, no es comparable Blosum62 con PAM30
pero si Blosum60 con PAM160 y un 40% Identidad. Por ello se deja a la eleccidn del usuario el
utilizar uno u otro tipo de matriz segiin esté buscando un mejor rendimiento en secuencias
muy cercanas o secuencias divergentes. En el caso que nos ocupa, las matrices BLOSUM de
identidad mas alta (BLOSUM90, BLOSUM 80) suelen preferirse a las matrices BLOSUM con
identidad mds baja (62, 50, 45) para identificar fragmentos peptidicos tan cortos con los que se

quiere buscar secuencias con un alto grado de identidad.

Tabla 2. Equivalencias entre Matrices PAM y BLOSUM dependiendo del % Identidad

PAM 0 30 80 110 160 200 250
BLOSUM 100 99 95 85 60 52 45
% ID 100 75 60 50 40 25 20
I.C.. Salidas

El Programa BlaStorP ofrece como resultado una pagina html que contiene los resultados
tras el uso de Blast.

El programa devuelve los resultados en funcién de sus valores de E-value (nimero de
resultados con igual puntuacién que la obtenida en una busqueda al azar, por lo que cuanto
mas pequeiio es el E-value mas significativo es el resultado), esto es, los resultados se
muestran como sigue: en verde los mejor valorados (e-value con mayor significacion), en
naranja los llamados resultados "umbrales" (con valores de e-value con significacion
intermedia) y finalmente, en rojo los resultados cuyos valores no son recomendables (valores
e-value con baja significacidén) y que son dados por si no existieran datos significativos con los
que trabajar. Cada fila del informe contiene la siguiente informacidn: en la primera columna el
nombre de la proteina, en la segunda el "accesion number" de la base de datos UniprotKB y un
link hacia la misma, en la tercera, cuarta y quinta tenemos E-value, score y % de identidad con
la secuencia de la base de datos para dar una idea de la significacién de cada resultado al
usuario.

Por ultimo, bajo los resultados obtenidos de cada bloque (verde/ambar/rojo), se muestra

una lista con anotaciones y su frecuencia de aparicion, cuyo criterio es usado para ordenarlas.



Las anotaciones incluidas en el resultado son : las Keywords de Uniprot con sus respectivos
enlaces para obtener la descripcion de cada termino, los términos Gene Ontologie también
presentadas como en el caso anterior y finalmente una ultima lista donde tenemos disponibles
las anotaciones InterPro.

Bajo todos los resultados generados y agrupados por los criterios anteriormente
mencionados se muestra el resultado blast al completo haciendo uso del modulo

Bio::SearchlO::Writer::HTMLResultWriter de BioPerl (Figura 4).

Bioperl Reformatted HTML of BLA’S’I*P S“Ttll Report
for |

BLASTP 2.2.20 (Feb-08-2009] \ |
Reference: Alshul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejanco A. Schaffer, RSN
Jingimi Zhang, Zheng Zhang, Webb Miler, and David ). Lipman (1997), i\ |
“Gapped BLAST aid PSI-BLAST. a new generation of protein database search jonj |
programs’, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 |
Query= 3 \

@1 leters N .
Database: uniprot_sprot fsta Al N

408,099 sequences; 147,085,246 tota leters

[Descrption 3 ‘\ \ * ac \ [E-vatoe

¢ Hidolase), Zoc(5), Allosteric cnsyme(5), Ghconeogeness(5), Carbobyckate metasolisn(), Decct peoiein sequencins(), 3D-sructure(), Phosghoproten(3), Acetision), Dscase sntaion( 1), Pebmarhisn(1)

jgo: wmwmuwumﬁnmuM)
[—_

[peo: IPROOO146(5)

Figura 4. Captura de pantalla donde se observan los resultados obtenidos tras la ejecucién del BlaStorP.

De esta manera, cuando el usuario comience a utilizar la herramienta encontrard un
entorno amigable y que ofrece datos rapidos y organizados, en definitiva, datos “abarcables”
de un solo vistazo y con enlaces a las bases de datos de mayor interés, para seguir buscando

sélo la informacién que desee.

Il. ENTRENAMIENTO DEL METODO

Para comprobar la utilidad de la herramienta que se ha creado, se realizaron diversas
pruebas con una serie de secuencias procedentes de experimentos reales (Tabla 3) llevados a
cabo en los laboratorios del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Cérdoba y encuadrados dentro de la Tesis Doctoral titulada “Andlisis
protedmicos del desarrollo larvario del lenguado senegalés (Solea senegalensis) y anomalias

durante su desarrollo” y que sera defendida en los préximos meses.



Mediante la utilizacidon de las secuencias citadas anteriormente, se comprobaron los efectos
que tenian lugar en los resultados cuando se modificaban parametros como el porcentaje de
identidad a la hora de realizar la busqueda, los valores de E-value como umbral de los
resultados Blast, y las distintas matrices de puntuacidon. De ese modo se podrian ajustar los

parametros del programa para obtener los mejores resultados

Tabla 3. Secuencias utilizadas durante las pruebas de BlaStorP y descripcion de las mismas

tpma; alpha-tropomyosin

tpma; alpha-tropomyosin

RCJMBO04_8c13, SET; SET translocation

Actin, alpha cardiac related cluster

GAPDH [Danio rerio]

GAPDH [Danio rerio]

Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial [Danio rerio]
Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial [Danio rerio]
Aldehyde dehydrogenase 7 family, member Al [Danio rerio]
cardiac mysosin light chain 1 [Danio rerio]

Zgc:77231 [Danio rerio]

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 [Danio rerio]
warm-temperature-acclimation-related-65kDa- protein wtap [Takifugu
rubripes]

warm-temperature-acclimation-related-65kDa- protein-like [Takifugu
rubripes]

Muscle creatine kinase related cluster

Muscle creatine kinase related cluster

Formyltetrahydrofolate dehydrogenase related

creatine kinase CKM3 [Danio rerio]

cytosolic malate dehydrogenase A [Danio rerio]

Isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial [Danio rerio]

ILLA. Pruebas con % ldentidad

Las pruebas con porcentaje de identidad se llevaron a cabo modificando el valor de
umbral de porcentaje de identidad (%id) para realizar los agrupamientos de los resultados en
los colores verde, ambar y rojo. Se escogidé un valor inicial del 75% y se utilizé la matriz
BLOSUMB®62. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Con los resultados obtenidos se sugirieron como pardmetros por defecto para dar
como buena la identificacidon, aquellos que tienen menor valor de E-value y mayor de
porcentaje de identidad.

En éste caso se escogid %ident = 66 y como intervalos para organizar los resultados se

tomaron como componentes del intervalo verde los valores de E-value inferiores a 1le-05,



como componentes del intervalo ambar aquellos situados entre 1e-05 y 1e-03 y finalmente,

como componentes del intervalo rojo aquellos superiores a 1e-03.

Tabla 4. Resultados de identificacidn tras utilizar los pardmetros iniciales de busqueda

S| 9,2 100
S| 273 100
S| 0,017 100
S 14 100
S| 0,34 100
S 1,4 92,85
S| 106 76,92
S| 307 81,81
S| 17 90,9
S| 6 100
S| 21 100
S| 0,0005 95,23
NO

S| 22 66
S| 0,22 100
S 4,2 85,71
S| 56 100
S 235 80
S| 0,002 100
S 106 76,92

11.B. Pruebas con E-value

Se realizaron diversas pruebas dejando fijo un valor para la variable E-value de Blast
(resultados no mostrados) pero el valor de e-value puede variar segun la longitud de la region
de similitud, por lo que se optd por dejar que dicho valor fuera cambiando segun la longitud de
la secuencia introducida. Para ello se colocd dentro del cddigo una parte donde se determind
como E-value inicial el valor 1000 y al cual, dependiendo de la longitud de la secuencia se le
resta mds o menos cantidad. De esta manera, todas aquellas secuencias cuya longitud no
excediera de 15 aminodcidos no resultarian afectadas y tendrian un valor E-value para Blastall
de 1000. Para aquellas secuencias que superasen ese umbral, se midid su longitud y dicha
longitud se multiplicé por 20 obteniendo asi el valor que se tenia que restar al E-value inicial y

asi poder ejecutar Blastall con este parametro mas adecuado a la longitud de dicha secuencia.



1.C. Pruebas con matrices de puntuacion

También se llevaron a cabo distintas pruebas con varias matrices de puntuacion:
BLOSUM90, BLOSUMS80, BLOSUMG62 (la que posee Blast por defecto), BLOSUMS50 y
BLOSUMA45. No se realizaron pruebas con las matrices PAM equivalentes ya que se espera que
los resultados serian los mismos con las matrices equivalentes.

Los resultados pueden observarse en las Tablas 6, 7, 8, 9 y 10. Como se puede

comprobar, los resultados difieren en funcién de la matriz que se utilice

Tabla 6. Resultados obtenidos tras utilizar la matriz BLOSUM90.

Tropomyosin alpha-1 chain OS=Danio SI 6,60E+00 100
rerio

Tropomyosin OS=Branchiostoma belcheri S| 2,53E+02 100
Protein SET OS=Homo sapiens S| 7,00E-03 100
Actin (Fragment) OS=Acetabularia cliftonii S 1,10E+00 100
Glyceraldehyde-3-phosphate S| 3,00E-03 100
dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss

Glyceraldehyde-3-phosphate S| 5,00E-02 92,85
dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss

Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl 6,50E+01 69,23
mitochondrial OS=Dictyostelium

discoideum

Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl 4,70E+01 81,81
mitochondrial OS=Dictyostelium

discoideum

Alpha-aminoadipic semialdehyde SI 1,40E+00 90,9
dehydrogenase OS=Bos taurus

Myosin light chain 3 0S=Bos Taurus S| 2,70E-01 100
Myosin light chain 1, skeletal muscle SI 1,10E+00 100
isoform OS=Mugil capito

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 0S=Homo S| 9,00E-07 95,23
sapiens

Chaperone protein clpB NO 4,70E+02 77,77
OS=Corynebacterium efficiens

Hemopexin OS=Pongo abelii S| 4,00E+01 66,66
Creatine kinase M-type OS=Bos Taurus SI 4,00E-03 100
Creatine kinase M-type OS=Gallus gallus S| 1,80E-01 85,71
10-formyltetrahydrofolate S| 6,50E+00 100
dehydrogenase OS=Xenopus laevis

Creatine kinase M-type OS=Sus scrofa Sl 4,70E+01 80
Malate dehydrogenase, cytoplasmic S| 2,00E-06 100
0OS=Gallus gallus

Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl 6,50E+01 69,23

mitochondrial OS=Dictyostelium
discoideum




Tabla 7. Resultados obtenidos tras utilizar la matriz BLOSUMS80.

Tropomyosin alpha-1 chain OS=Liza S|

aurata 7,10E+00 100
Tropomyosin OS=Branchiostoma belcheri Sl 2,57E+02 100
SET_RAT Protein SET OS=Rattus SI

norvegicus 9,00E-03 100
Actin (Fragment) OS=Acetabularia cliftonii N 2,70E+00 100
Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss 2,00E-02 100
Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss 1,50E-01 92,85
Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl

mitochondrial OS=Bos taurus 9,40E+01 76,92
Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial OS=Dictyostelium

discoideum 9,10E+01 81,81
Alpha-aminoadipic semialdehyde S|

dehydrogenase OS=Homo sapiens 3,30E+00 90,9
Myosin light chain 3 0S=Bos taurus Sl 8,60E-01 100
Myosin light chain 1, skeletal muscle S|

isoform OS=Mugil capito 3,00E+00 100
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Rattus S|

norvegicus 8,00E-06 95,23
No ofrece resultados NO

Hemopexin OS=Pongo abelii S 6,10E+01 66,66
Creatine kinase M-type OS=Bos taurus Sl 1,40E-02 100
Creatine kinase M-type 0S=Gallus gallus Sl 5,20E-01 85,71
10-formyltetrahydrofolate S|

dehydrogenase OS=Xenopus tropicalis 1,40E+01 100
Creatine kinase M-type 0S=Sus scrofa SI 8,90E+01 80
Malate dehydrogenase, cytoplasmic S|

0OS=Gallus gallus 2,00E-05 100
Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl

mitochondrial OS=Bos taurus 9,40E+01 76,92




Tabla 8. Resultados obtenidos tras utilizar la matriz BLOSUMG62.

Tropomyosin alpha-1 chain OS=Danio S|

rerio 9,20E+00 100

Tropomyosin OS=Branchiostoma belcheri Sl 2,73E+02 100
S|

Protein SET OS=Homo sapiens 1,70E-02 100

Actin (Fragment) OS=Acetabularia cliftonii SI 1,40E+01 100

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss 3,40E-01 100

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss 1,40E+00 92,85

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 1,06E+02 76,92

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial OS=Dictyostelium

discoideum 3,07E+02 81,81

Alpha-aminoadipic semialdehyde S|

dehydrogenase OS=Homo sapiens 1,70E+01 90,9

Myosin light chain 1, cardiac muscle S|

0OS=Gallus gallus 6,00E+00 100

Myosin light chain 1, skeletal muscle S|

isoform OS=Mugil capito 2,10E+01 100

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Sus S|

scrofa 5,00E-04 95,23

No ofrece resultados NO

Hemopexin OS=Pongo abelii S 1,58E+02 66,66

Creatine kinase M-type OS=Bos taurus Sl 2,20E-01 100

Creatine kinase M-type OS=Gallus gallus N 4,20E+00 85,71

10-formyltetrahydrofolate S|

dehydrogenase OS=Xenopus laevis 5,60E+01 100

Creatine kinase M-type OS=Sus scrofa SI 2,35E+02 80

Malate dehydrogenase, cytoplasmic SI

0OS=Gallus gallus 2,00E-03 100

Isocitrate dehydrogenase [NADP], Sl

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 1,06E+02 76,92




Tabla 9. Resultados obtenidos tras utilizar la matriz BLOSUM50.

Tropomyosin alpha-1 chain OS=Danio S|

rerio 8,70E+00 100

Tropomyosin OS=Branchiostoma belcheri Sl 2,62E+02 100
SI

Protein SET OS=Homo sapiens 2,00E-02 100

Actin (Fragment) OS=Acetabularia cliftonii Sl 5,60E+01 100

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase 2 OS=Drosophila

melanogaster 3,20E+00 93,33

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Oncorhynchus mykiss 1,10E+01 92,85

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 1,21E+02 76,92

Probable proline racemase OS=Bos taurus S 5,08E+02 72,72

Alpha-aminoadipic semialdehyde S|

dehydrogenase OS=Homo sapiens 9,20E+01 90,9

Myosin light chain 3, skeletal muscle S|

isoform OS=Mugil capito 8,60E+00 100

Myosin light chain 1, skeletal muscle SI

isoform OS=Mugil capito 1,68E+02 100

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Sus S|

scrofa 6,00E-04 95,23

No ofrece resultados NO

Hemopexin OS=Pongo abelii Sl 4,27E+02 66,66

Creatine kinase B-type OS=Oryctolagus S|

cuniculus 4,70E-01 100

Creatine kinase M-type OS=Gallus gallus N 3,00E+01 85,71

10-formyltetrahydrofolate S|

dehydrogenase OS=Xenopus laevis 2,18E+02 100

Creatine kinase B-type OS=Oryctolagus S|

cuniculus 5,50E+02 80

Malate dehydrogenase, cytoplasmic SI

0OS=Gallus gallus 4,60E-02 100

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 1,21E+02 76,92




Tabla 10. Resultados obtenidos tras utilizar la matriz BLOSUMA45.

Tropomyosin alpha-1 chain OS=Danio S|

rerio 5,00E+00 100

Tropomyosin OS=Branchiostoma belcheri Sl 1,55E+02 100
SI

Protein SET OS=Rattus norvegicus 8,00E-03 100

Actin (Fragment) OS=Acetabularia cliftonii Sl 1,02E+02 100

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase OS=Pongo abelii 1,80E+00 93,33

Glyceraldehyde-3-phosphate S|

dehydrogenase, testis-specific

0OS=Macaca fascicularis 1,20E+01 85,71

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 9,00E+01 76,92

No ofrece resultados NO

Alpha-aminoadipic semialdehyde S|

dehydrogenase OS=Homo sapiens 1,79E+02 90,9

Myosin light chain 3, skeletal muscle S|

isoform OS=Mugil capito 5,50E+00 100

Myosin light chain 1, skeletal muscle SI

isoform OS=Mugil capito 3,66E+02 100

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Sus S|

scrofa 3,00E-04 95,23

No ofrece resultados NO

Hemopexin OS=Pongo abelii Sl 6,79E+02 66,66

Creatine kinase B-type OS=Oryctolagus S|

cuniculus 3,10E-01 100

Creatine kinase M-type OS=Gallus gallus N 8,00E+01 85,71

10-formyltetrahydrofolate S|

dehydrogenase OS=Xenopus tropicalis 3,27E+02 100

Creatine kinase B-type OS=Oryctolagus S|

cuniculus 4,30E+02 80

Probable malate dehydrogenase 3 SI

OS=Dictyostelium discoideum 1,40E-01 70

Isocitrate dehydrogenase [NADP], S|

mitochondrial (Fragment) OS=Sus scrofa 9,00E+01 76,92




Se pudo observar que las identificaciones eran las mismas pero con distintos valores
de E-value, Score y %id dependiendo de la matriz utilizada. En conjunto en todos los casos se
pudieron observar identificaciones positivas a excepcién de la secuencia HKLEDGYPK.EI
numero de identificaciones correctas para BLOSUM90, 80, 62 y 50 fue de 19 de 20, y en
BLOSUMA45 se fuede 18 de 20 secuencias. Aun siendo identificaciones correctas, como se
menciond anteriormente, los valores de E-value, Score y %id difieren entre las matrices. El %id
de aquellas que BlaStorP dio como correctas (intervalo verde) no bajé del 95% y el E-value
maximo para estas secuencias fue de 2e-05. En los casos medianamente correctos (intervalo
ambar) los resultados para %id fueron como minimo del 95% y el mayor valor para el E-value
de 9e-03.

Estos resultados mostraron que el método es sensible y especifico, especialmente en
los casos de identificaciones con valores limite (intervalo rojo), en los que la especificidad del
programa a la hora de encontrar secuencias de la misma proteina con similitud a la secuencia
diana en organismos homdlogos, se mostré como una herramienta efectiva de identificacion
positiva a pesar de los altos valores de E-value.

Llevando los resultados anteriores a una grafica donde se muestran los valores de E-
value obtenidos para cada matriz, se pueden apreciar aun mas las diferencias entre los usos de
una matriz u otra (Figura 5). En aquellos casos en los que los E-value no son bajos como en la
secuencia GENCIAAR (identificada como Creatina Quinasa), se obtienen siempre los valores
mas bajos utilizando BLOSUM90 e incluso en el caso de la secuencia HKLEDGYPK se llega a
obtener un resultado, hecho que no ocurre con ninguna de las otras matrices de alineamiento.
Otro ejemplo lo tenemos con la secuencia EGNGTVMAGELR, donde la matriz BLOSUM9O0 logra

un valor E-value negativo mientras el resto de matrices tienen valores positivos.
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Figura 5. Resultados graficos de los valores de E-value obtenidos cuando se utilizan las distintas matrices

mencionadas anteriormente.

Para comprobar las diferencias, como se ha visto anteriormente (véase Tablas 6-10), se
realizé un seguimiento del %id en cada caso con el fin de confirmar los parametros
introducidos por defecto (E-value dinamico), resultando una serie de perfiles que pueden
observarse en la Figura 6. Llama la atencion su similitud pero también el mencionado resultado
con la secuencia HKLEDGYPK con una sola matriz (BLOSUM90), y que en otros casos incluso
empeore (Secuencia ATDFVVDKPGKFK con BLOSUMA45).

Por todos los motivos expuestos anteriormente, se fijéo la matriz BLOSUM90 como
matriz por defecto para realizar las busquedas de fragmentos peptidicos cortos.

Por ultimo, parece existir una tendencia a una mejor identificacién cuanto mayor es la
longitud de la secuencia diana. Asi, si tenemos en cuenta la longitud de las secuencias que
menor E-value ofrecen y hacemos un promedio nos da un resultado de 17 aminodcidos, una
longitud medianamente larga si tenemos en consideracién que la mayoria de las secuencias
que se obtienen tras la secuenciacion de novo de proteinas sometidas a digestion por tripsina
(con cortes en K y R), suelen tener entre 10 y 15 aminoacidos de longitud. El Programa se
encuentra por lo tanto en los limites superiores de identificacion segun la longitud de las

secuencias.
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¥ EvalueB62
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¥ Evalue B45
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Figura 6. Resultados graficos de los valores de %id obtenidos cuando se utilizan las distintas matrices



ll.  PRUEBA DEL METODO

Para comprobar que los resultados obtenidos con los pardmetros anteriores son los
adecuados, se escogio un nuevo conjunto independiente de datos (Tabla 11), los cuales fueron
sometidos a la busqueda utilizando todos los parametros definidos por defecto tras la etapa de

Entrenamiento del Método.

Tabla 11. Conjunto de secuencias e identificaciones para la comprobacion del método

Tubulin, alpha 8 like 3 [Danio rerio]

collapsin response mediator protein 4/Dihidropirimidinase [Danio rerio]
Deoxyhypusine synthase [Danio rerio]

Dhps protein [Danio rerio]

betaine homocysteine methyltransferase

cardiac mysosin light chain 1 [Danio rerio]

Profilin-2 [Anoplopoma fimbria]

Fatty acid binding protein

PREDICTED: (Cellular retinol-binding protein) (CRBP) [Danio rerio]
PREDICTED: (Cellular retinol-binding protein) (CRBP) [Danio rerio]

Tabla 12. Resultados obtenidos utilizando todos los parametros de BlaStorP por defecto

Tubulin alpha chain 0S=0Oncorhynchus S| 4,00E-04 100

keta

Dihydropyrimidinase-related protein 2 SI 7,00E-04 83,33
0OS=Gallus gallus

Deoxyhypusine synthase OS=Nicotiana S| 6,00E-05 94,44
tabacum

Deoxyhypusine synthase OS=Homo S| 3,30E-01 84,61
sapiens

Betaine--homocysteine S- Sl 7,00E-08 95,23
methyltransferase 1 OS=Danio rerio

Myosin light chain 1, skeletal muscle Sl 1,10E-02 100

isoform OS=0Oryctolagus cuniculus

Profilin-2 OS=Pongo abelii SI 9,70E-02 85,71
Fatty acid-binding protein 9 OS=Homo S 5,20E-01 92,3

sapiens

Retinol-binding protein 1 OS=Homo Sl 5,00E-04 81,81
sapiens

Retinol-binding protein 1 OS=Homo Sl 1,20E+01 84,61

sapiens




Tras estos resultados, sélo quedaba observar el comportamiento de BlaStorP. Los
valores de E-value quedaron todos, excepto un caso, en valores negativos y ninguna de las %id

bajo del 80% (Figuras 7 y 8).

Evalue
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Figura 7. Resultados graficos de los valores de E-value durante la prueba del método

Figura 8. Resultados graficos de los valores de %id tras la prueba del método



También se cuantificd la contribucion de los distintos tramos verde/ambar/rojo en los

resultados (Figura 9).

¥ rojo

LETED

W verde

Figura 9. Contribuciones de cada tramo de color a cada resultado tras la prueba del método.

El programa, a pesar de encontrarse con secuencias procedentes de organismos no
secuenciados, es capaz de encontrar una identificacién correcta con una alta sensibilidad y
especificidad y en las ocasiones en las que se encuentra en niveles no aceptables de
identificacion, llega a encontrar similitud en multitud de secuencias de la misma proteina en
distintos organismos manteniendo la especificidad en la identificacién como ocurre en el caso
de las secuencias NPGLVLDLVEDIR y EFEEDLSGVDDRK. A pesar de que la contribucion de
resultados en la regién rojo pueda parecer importante (Figura 9), en la mayoria de los casos,
en este tipo de organismos la identificacion basada en especificidad también puede ser muy
uatil (de hecho se lleva a cabo y después se confirman los resultados mediante Western blot) y
puede dar lugar a identificaciones positivas en aquellos casos que no tienen resultados en
otras herramientas bioinformaticas.

Por otra parte, las anotaciones que se muestran en el informe que da lugar BlaStorP
(Tabla 13) se encuentran organizadas en funcidon del nimero de veces que aparecen en los
resultados de los tramos verde/ambar/rojo, lo que nos puede dar una informacion mas precisa
de la funcién que lleva a cabo la proteina identificada. Asi, cuantas mds veces aparezca una
determinada Keyword, Gene Ontologie o Anotacidn Uniprot, mas certeza tiene el usuario de la

funcién que lleva a cabo dicha proteina.



Ademas, los enlaces a las distintas bases de datos son de mucha utilidad para el
usuario, ya que tener estas referencias cruzadas a otras bases de datos es importante para

indagar un poco mas en aquellos aspectos en los que se encuentre mas interesado (Tabla 13).

Tabla 13. Anotaciones de la secuencia MVDVIVTTAGGIEEDLIK, Deoxyhypusine synthase, organizadas segun su
frecuencia de aparicidn en los resultados de la identificacion, lo que nos indica las funciones de dicha proteina (es
una transferasa que consume NAD vy participa en la biosintesis de hipusina) y nos permite ir a las distintas bases de

datos que contienen dicha informacién.

go: GO:0050983(7), GO:0008612(7), GO:0034038(7), GO:0005515(1), GO:0005829(1),

G0:0006412(1), GO:0008284(1)

ipro: IPR002773(7)

IV.  CONCLUSIONES

Se ha desarrollado una nueva herramienta bioinformatica (BlaStorP) que simplifica las
busquedas de identificaciones por similitud realizadas con secuencias peptidicas cortas
procedentes de secuenciacion “de novo”, derivadas de experimentos en el emergente campo
de la Protedmica.

Dicha herramienta ha sido probada extensamente con multitud de secuencias durante el
periodo de entrenamiento del método y durante el periodo de prueba del método, lo que
asegura su eficacia a la hora de identificar las secuencias peptidicas mediante similitud.

La utilidad del programa y su mayor baza es la simplicidad de uso asi como una
organizacidn mejorada cuando se presentan los resultados, lo que da al investigador una visidn
global de la/s proteina/s ante las que se encuentra.

De esta forma, el investigador puede ir de una a otra base de datos gracias a los enlaces
incluidos dentro del mismo informe que genera el Programa y a la organizacién basada en
colores que le permite de un solo vistazo saber la calidad de las identificaciones ante las que se

halla .


http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Transferase
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:NAD
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Hypusine%20biosynthesis
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Phosphoprotein
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Alternative%20splicing
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Alternative%20splicing
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Polymorphism
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:3D-structure
http://www.uniprot.org/keywords/?query=name:Direct%20protein%20sequencing
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0050983
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008612
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0034038
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005515
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005829
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006412
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008284
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR002773

Otra de las ventajas afiadidas gracias a su vertiente local es la posibilidad de personalizar la
aplicacién con multitud de posibles cambios, ya sean dentro del mismo guién, cambios de
bases de datos, etc.

El futuro de éste Programa podria pasar por ampliar el contenido de la informacién con la
inclusion de nuevos médulos siempre evitando la saturacidn por informacién excesiva.

Otro de los puntos a abordar para la mejora de las identificaciones podria ser la restriccion

por organismos en la base de datos que utilice el usuario.

Podemos resumir estas conclusiones en las siguientes Conclusiones Generales:

1. Es posible utilizar un blast con parametros a medida, para encontrar similitud a
secuencias peptidicas cortas procedentes de experiementos de protedmica.

2. Los mejores resultados se obtienen utilizando un %id=66 y un E-value
“dindmico” durante la ejecucién de Blast.

3. La matriz de puntuacién que mejores resultados da para este tipo de
secuencias es BLOSUM90.

4. Las secuencias mas largas (de 15 a 25 aminoacidos) son mas faciles de
identificar.

5. La separacion de los resultados segun su significacién ayuda a la identificacidon
de los péptidos.

6. En organismos no secuenciados se puede llegar a una identificacion positiva,
no sdlo en base a la sensibilidad y especificidad del programa, sino también en
base a la especificidad, solamente pudiendo confirmar estos resultados
experimentalmente (Western blot).

7. El conjunto de anotaciones de Keywords, Gene Ontologie e Interpro y sus
respectivos enlaces en el informe final facilitan la identificacion de la funcion

de la proteina y la consulta cruzada de distintas bases de datos.



ANEXO 1

Instalacion de los materiales necesarios en MS Windows

Para permitir la reproducibilidad de instalacion y uso de la herramienta desarrollada en
este proyecto, se incluye este anexo donde se describen los pasos para su instalaciéon en un

sistema operativo MS Windows.

l. INTERPRETE PERL

Para el desarrollo de este Proyecto de Fin de Master (PFM en adelante) se tomd la
distribucién de ActiveState (http://www.activestate.com/) denominada ActivePerl, mas
concretamente ActivePerl v.5.10.0 Build 1003. El archivo ejecutable tiene un tamafio de 17 MB
e instala todas las herramientas necesarias para que el intérprete Perl funcione asi como la
herramienta Perl Package Manager, para instalacion/desinstalacion de nuevos paquetes y
maddulos para el intérprete.

Esta actuacidén es imprescindible para el desarrollo del PFM si se quieren reproducir los
resultados obtenidos en el, ya que el sistema operativo utilizado para el desarrollo del mismo
ha sido MS Windows Vista Home Premium Edition, el cual no posee integrado un intérprete de
Perl como en los casos de las distribuciones Linux (Ubuntu, Fedora, Mandriva, etc.) o sistemas
Unix, aunque también existen versiones de ActivePerl para éstos casos

(http://www.activestate.com/activeperl/downloads/).

. BIOPERL
Para su instalacion en MS Windows debemos abrir el gestor de paquetes de ActivePerl

(Perl Package Manager) e ir al submenu Edit:

&, Perl Package Manage

File Edit View Action Help

--. [ d % | P B

) Package Name Area Installed Avaiable Abstract

) azpdf 113 Converts ASCII text to PDF format, with optional fin...

abbreviation 0.02 Perl pragma to abbreviate dass names 3 PPM Preferences -
AEI L0 Perl madule to parse chromatogram files generated b...
Abstract-Meta-Cl... 0.11 Simple meta object protocol implementation. - Repositaries

) accessors 101 create accessor methods in caller's package.
AcePer| 192 Object-Oriented Access to ACEDB Databases Repository URL # Pkas Last Checked o

) ACH 0.01 ACH perl object || Activestate... http:/jppmé.activestate.co... 9575 02/13/2009 11:52:59
ACH-Builder 0.03 Tools for Building ACH (Automated Clearing House) F... || Boperi-Reg... htip:bisperlorg/DISTpac... 14 02/13/2008 115306 |=

) ACH-Generator 0.01 Generates an ACH formatted file from an ACH per o... @l BorerRee.. nitpioper org DISTRC... 7 RIS
ACH-Parser 0.01 Parse an ACH formatted file to ACH perl object -

) ack 186 A grep-iike program spedifically for large source trees O Kobes http:/fepan.uwinnipeg.cafP... 278 02/13/2008 11:53:43 -
ad 186 grep-fke text finder

) Adne 111111  The Base of Perfection
Adme-24 0.01 Your favourite TV-show Acme module e Kobes
Acme-5502 0.74 Pure Perl 6502 simulator, Location: Kobes  http://cpan.uwinnipeg.ca/PPMPackages/10x¢/ | E
Adme-Acotie 0.02 Crash of Namespace
Acme-Anything 0.02 Anything, even imaginary modules are loadable Suggested: Select from list ... E|
Adme-Apache-i... 105 Keep werewolves out of your website during the full .. _

Status | Details
Downloading BioPerl-Regular Releases packist ... not modified -

Downloading BioPerl-Release Candidates paddist ... not medified
Downloading Kobes packiist ... not modified

Downloading Bribes packist ... done

Updating Bribes database ... done
Synchronizing Database done

m

10342 packages, 9786 listed | 110 installed, 0 toinstall, 0 toremove | Install Area: site



http://www.activestate.com/activeperl/downloads/

Una vez en éste menu debemos ir a Preferences y hacer click en Repositories tab y

afiadir los repositorios indicados anteriormente. Tras la adicidn de los repositorios debemos

volver a la vista principal donde se encuentran todos los paquetes instalados (Select View: All

Packages).Teclearemos en la opcidn de busqueda bioperl y haremos click con el botén derecho

sobre la ultima versién de BioPerl disponible eligiendo la misma para instalarla. Finalmente

haremos click en la flecha verde situada en la esquina superior derecha (Run marked actions)

para completar la instalacién de los paquetes BioPerl.

J@, Perl Package Manager EIEI&J
File Edit View Action Help
) B |4 bioperl 8is » |9 B
"] Package Name Area Installed  Available  Abstract
] Bio-mGen 1.03 a fast and simple gene loading, helping automate Bio...
& BioPerl 1594  Bioinformatics Toolkit
. bioperl 1.5.2_100 Bioinformatics Toolkit
. bioperl-db 1.5.2_100 bioperl-db - package for biological databases
. bioperl-network 1.5.2_100 bioperl-network - package for biological networks
) bioperl-run 1.5.2_100 bioperl-run - wrapper toolkit
*) Bundle-BioPerl 218 Abundle to install external CPAN modules used by Bi. ..
8| 71 Bundle-BioPerl-Core 1.5.2_100 Bundle of pre-requisites for bioperl
) Bundle-BioPer|-Core 155 4 Bundle of pre-requisites for BioPerl
) Bundle-BioPerl-Db 1.5.2_100 Bundle of pre-requisites for bioperl-db
) Bundle-BioPerl ... 1.5.2_100 Bundle of pre—requisites for bioperl-network
) Bundle-BioPerl-Run 1.5.2_100 Bundle of pre-requisites for bioperl-run

Status| Details

BioPerl
Bioinformatics Toolkit
Version: 1.5.9_ 4
Released: 2009-1-21
Author: BioPerl Team <bioperlH @bioperl.org>
CPAN: http://search.cpan.org/dist/BioPerl-1.5.9 4/

10342 packages, 11 listed | 110 installed, 0 toinstall, O toremove | Install Area: site

-

Su instalacion es muy sencilla a través del ejecutable en formato .msi que

descargamos. Vamos a describirlo de forma grafica:

S5

ﬁ Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard

Welcome to the Installation Wizard for
Apache HTTP Server 2.0.63

The Installation Wizard will install Apache HTTP Server 2.0.63
on your computer, To continue, dick Next.

WARNING: This program is protected by copyright law and
international treaties.

< Back [ MNext = ] [ Cancel

nos

ﬁ Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard

License Agreement

FPlease read the following license agreement carefully.

_

»

Apache License
Version 2.0, January 2004
http:iiwww.apache.orgllicenses/

TERMS AMND COMDITIONS FOR USE, REPRODUCTION, AND DISTRIBUTION
1. Definitions.

“License” shall mean the terms and conditions for use, reproduction, and
distribution as defined by Sections 1 through 9 of this document.

(@) [ accept the terms in the license agreement

(7)1 do not accept the terms in the license agreement

InstallShield

Cancel

< Back ][ MNext = ] [




1 Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard

Server Information

Please enter your server's information.

Network Domain (e.g. somenet.com)

||0ca|host

Server Name (g.g. www.somenet.com):

|I0ca|host

Administrator's Email Address (e.g. webmaster @somenet.com):
|edud1icano@hohnail.com

Install Apache HTTP Server 2.0 programs and shortcuts for:

(@) for All Users, on Port 80, as a Service — Recommended.

() only for the Current User, on Port 8080, when started Manually.

InstallShield
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ﬁ Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard

Setup Type
Choose the setup type that best suits your needs.

Please select a setup type.
@ Typical

Typical program features will be installed. (Headers and Libraries
for compiling modules will not be installed.)

Choose which program features you want installed and where they
will be installed. Recommended for advanced users.

InstallShield
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Cancel

ﬁ Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard =

Installing Apache HTTP Server 2.0.63

The program features you selected are being installed.

Please wait while the Installation Wizard installs Apache HTTP Server
2.0.63. This may take several minutes.

Status:

InstallShield

f@ Apache HTTP Server 2.0 - Installation Wizard

Installation Wizard Completed

Server 2.0.63. Click Finish to exit the wizard.

The Installation Wizard has successfully installed Apache HTTP

Una vez haya finalizado de instalar con los parametros tal y como los hemos

introducido en la ventana de opciones (Network: localhost, Server Name: localhost,

Administrator’s Address: educhicano@gmail.com), probaremos si realmente se ha instalado

correctamente introduciendo la direccién 127.0.0.1 en nuestro navegador y nos dard como

resultado la siguiente pantalla:



iFunciono! ;El Servidor de Red Apache ha sido instalado en ese sitio!

i usted pusde ver esta pigins, entonces Jos dues i han instalad el Servidor de Red Apache con éxito. Abora deben siadis contenide 3 este directorio y resmplasar ests pigha. & spuntar este servidor o contenido real

10 €3 Io que esperaba, por favor contacte el administrador do
e este sitio o su contenido & ks autores de Apache. Silo hace, s

(Trate de emviar comeo electrinico 8 <isbma seexdscmains. ) Amaque este sifo csta wilizando ¢l programs Apache e casi seguro que no bene vinguns conesién con o Apacke Growp, por
aignorado.

La documer

de Apsche ha sido inchids en esta distribucisn,

El administrador del sitio- esta invitado a usar Ja sigente imagen para indicar que s skic: 5 servido por Apache. Gracias por usar Apache!

Nuestro script serd depositado en MS Windows en la siguiente ruta C:\Program

Files\Apache Group\Apache2\cgi-bin y el formulario en la siguiente: C:\Program Files\Apache
Group\Apache2\htdocs.

v. BASES DE DATOS UTILIZADAS
Como se dijo anteriormente en el apartado de Materiales y Métodos para instalar el el
paquete de software BLAST debemos entrar en el servidor del NCBI en la siguiente url:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastDocs&DOC TYPE=Downl

oad:

Tenemos que escoger en el caso de Windows la distribucion win32-ia32 download que nos
descargara en nuestro ordenador un archivo ejecutable de 13,2 MB de tamafio.

Este archivo ejecutable lo situaremos en una nueva carpeta denominada Blast en el archivo
raiz de nuestro PC, de forma que quede dentro de la misma. La ruta seria por lo tanto C:\Blast.
Una vez tengamos nuestro archivo ejecutable en esta carpeta, lo ejecutaremos y nos instalara
automaticamente todo el software BLAST que necesitaremos para trabajar localmente y nos

apareceran 3 carpetas nuevas: bin, data y doc.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download

Organizar ~ Vistas ~ (@ Grabar

MNembre B Fecha modificacion  Tipo Tamafio
P
o bin 04/02/200917:17 Carpeta de archivos
{2 Documentos .
" data 04/02/2009 11:21 Carpeta de archivos
E magenes doc 04/02/200911:21 Carpeta de archivos
& Misica " ' blast-2.219-ia32-win32  04,/02/2009 11:19 Aplicacién 14.166 KB
4 Cambiados recientemente
E{ Bisquedas

Acceso publico

V. HERRAMIENTA FORMATDB
Para llevar a cabo el formateo de la base de datos uniprot_sprot.fasta debemos
copiar el fichero FASTA de la base de datos a C:\Blast\bin. Una vez realizado este paso
tenemos que iniciar la herramienta de MS Windows Simbolo del sistema, que se encuentra en
Inicio/Accesorios.

Una vez estamos dentro de esta herramienta nos tendremos que situar en la ruta C:\Blast\bin:

EX Administrador: Simbolo del sistema | = | B

Microsoft Windows [Versidon 6.8.680811
Copyright (c> 2886 Microsoft Corporation. Reservados todos los derechos.

C:sUserssEdu>cds
C:~>cd Blast
C:~Blast>cd bhin
(C:~Blast~hin>

Introduciremos la siguiente linea de comandos: formatdb —i uniprot_sprot.fasta -p T-o T.
Esta linea de comandos le dice a Formatdb que ejecute los siguientes pasos sobre el fichero

uniprot_sprot.fasta:

° -i : sefiala el fichero a tratar, por eso detras de —i viene el nombre del fichero
° -p T: -p indica el tipo de fichero. —p tiene 2 opciones: T (la que hemos elegido) que
indica que el fichero contiene proteinas y F, que indica que el fichero contiene

nucledtidos.



° -0 T: indica una de las opciones de parsing sobre el fichero. En este caso T indica a
Formatdb que cree ejecute un parsing sobre las Id de las secuencias y cree indices. La
otra opcidn seria F, que seria la opcién contraria a la escogida: no realizar parsing y no
crear indices.

En este PFM no son necesarias mas instrucciones para Formatdb aunque si
gueremos mas opciones de formateo podemos consultarlas en la carpeta C:\Blast\doc, donde
viene toda la documentacién para Formatdb y otras herramientas BLAST.

Una vez ha terminado de ejecutarse Formatdb, se crearan 5 archivos nuevos, todos
con el mismo nombre (uniprot_sprot) pero distintas extensiones y tamafios: .phr (63,25 MB),
.pin (3,11 MB), .psd (38,44 MB), .psi (926,7 KB) y .psq (140,66 MB).

Estos archivos junto con el archivo FASTA de la base de datos conformaran la base

de datos donde se buscardn las secuencias por parte de la herramienta Blastall.

VL. KOMPOZER
KompoZer es un editor HTML WYSIWYG (What You See Is What You Get (en inglés, "lo que ves
es lo que obtienes")) basado en Nvu y muy similar al Dreamweaver de Adobe con la diferencia
de que es un proyecto Open Source de licencia GNU/GPL 2.0.

Este editor se puede descargar libremente desde la siguiente direccion:

http://kompozer.net/download.php donde escogemos la opcién Win32 binary. Una vez

instalado podremos disefiar el formulario y la pagina de resultados a nuestro antojo.
Abajo se muestra una captura del Kompozer conteniendo el cédigo fuente de la pagina

de resultados que se muestra tras la busqueda con el script:

File Edit View Insert Format Table Tools Help
& I

- = [ | L Y -

New Open o Publsh  Browse :

Body Text (no class)

Variable Width B sA|BIU

~ Site Manager

)
2
3. <head>

View: | All files El 4. <meta content="text/ntml; charset=utf-8"
s
6

. http-equiv=rcontent-type"s
<title>Resultados Blast Local</title>
7. </head>

] PR

Name B

8. <body>
9. <br>

10. <font size="+3"><span

11. style="font-weight: bold; font-family: Helvetica,Arial,sans-serif;">RESULTADOS</span></font><br>
12. <span style="font-family: Helvetica,Arial,sans-serif;"></span><br>

13. <table style="text-align: left; width: 100%;" border="1"

14. cellpadding="2" cellspacing="2">

15.  <tbody>

16. <tr>

17. <td style="background-color: rghb(51, 204, 0);">$inl</td>

18. </tr>

19. <tr>

20. <td style="background-color: rgb(255, 102, 0);">$in2</td>

21. </tr>

22. <tr>

23. <td style="background-color: rgb(20%, 0, 0):">$in3</td>

24. </tr>

2s. <tr>

26. <tdr>find</td>

27. </tr>

28 </tbody>

29. </table>

30. <br>

31. <br>

32. <span style="font-family: Helvetica,Arial,sans—serif;"><br>

33. </span>

34. <div style="text-align: left;"><span

35. style="font-family: Helvetica,Arial,sans-serif; ">Sus

36. resultados =

[ Normal | 5 HTML Tags | [] source | - Preview

H @O E N ” 8 pm-Micosoft Word | @ Resultados Blast Loc... « OVEf 0 WEC 180



http://kompozer.net/download.php

ANEXO 2

Instalacion de los materiales necesarios en Linux (distribucién Ubuntu

9.04 Jaunty Jackalope)

I. BIOPERL

Para la instalacién de BioPerl en Linux se ha de estar en posesion de una versién de Perl
superior a 5.6.1. Esto no es problema en la distribucién Ubuntu 9.04, la cual trae la version
5.10.0, pero debe tenerse en cuenta para distribuciones anteriores.

El primer paso para instalar BioPerl sera actualizar CPAN para lo cual se tecleard en el
terminal:
edu@ubuntu:~$ perl -MCPAN -e shell
cpan[1]>install Bundle::CPAN

Tras este paso, en la shell de cpan instalar o actualizar Module::Build como sigue:
cpan[1]>
cpan[1]>o conf prefer_installer MB
cpan[1]>o conf commit

Después de finalizar con la instalacién del médulo buscar la version mas reciente de
BioPerl en CPAN:
cpan[1]>d /bioperl/

- B

livo Editar Ver Terminal Ayuda

cpan[3]1> d /bioperl/
Distribution BIRNEY/bioperl-1.2.2.tar.gz
Distribution BIRNEY/bioperl-1.2.3.tar.gz
:eDistribution BIRNEY/bioperl-1.2.tar.gz
'Distribution BIRNEY/bioperl-1.4.tar.gz
Distribution BIRMEY/bioperl-db-8.1.tar.gz
Distribution BIRNEY/bioperl-ext-1.4.tar.gz
_guistribution BIRNEY/bioperl-gui-@.7.tar.gz
gDistribution BIRMEY/bioperl-run-1.4.tar.qz
_Distribution BOZO/Fry-Lib-BioPerl-0.15.tar.gz
Distribution CIFIELDS/BioPerl-1.6.0.tar.gz
Distribution CIFIELDS/BioPerl-db-1.6.08.tar.gz
‘Distribution CJFIELDS/BioPerl-network-1.6.0.tar.gz
‘EDistribution CIFIELDS/BioPerl-run-1.6.1.tar.gz
-iDistribution CRAFFI/Bundle-BioPerl-2.1.8.tar.gz
ti14 items found

3

.cpanf4]> |

-

E instalar la version mas reciente, en éste caso /CJFIELDS/BioPerl-1.6.0.tar.gz:

cpan[1]>install C/CJ/CIFIELDS/BioPerl-1.6.0.tar.gz



y seguir las instrucciones que irdn apareciendo en el terminal. Dentro de estas opciones
aparecerd una que da como opciéon testear online lo que se va instalando. Es muy

recomendable hacer estos test para asegurarse de la correcta instalacién de BioPerl.

Il. APACHE
Si se desea instalar una nueva versién de Apache (Ubuntu lo trae por defecto instalado) se
tecleara lo siguiente en el terminal:
edu@ubuntu:~$ sudo apt-get install apache2
Para comprobar que realmente se ha realizado una correcta instalacion, se escribira la
direccion 127.0.0.1 en cualquier navegador de que se disponga (Firefox, Chrome, Opera...) y

darad la siguiente respuesta: It Works!

lll. BLAST
Para la instalacion del paquete Blast se descargara de la pagina

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastDocs&DOC TYPE=Downl

oad el paquete correspondiente a Linux: Linux-ia32 (plataforma 32bits) de 30,6 Mb.
Una vez descargado, extraer en el lugar deseado y utilizar apt-get para instalar todas
las herramientas necesarias:

edu@ubuntu:~$ sudo apt-get install blast2

IV. .DAT A .IDX
Ejecutar en el terminal el script resefado anteriormente en el apartado Materiales y Métodos
introduciendo en el terminal un comando para ejecutar un script Perl: perl script.pl base de

datos swissprot.

ANEXO 3

Instalacion de los materiales necesarios en Mac OS
La instalacion de los posibles materiales necesarios en MacOS es exactamente igual a la
descrita anteriormente para Ubuntu ya que la construccion de MacOS estd también basada en

los sistemas UNIX. Sustituir “apt-get” por “port”.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
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