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Resumen

El auge de las investigaciones en el area de las proteinas ha generado el desarrollo de grandes bases de datos en linea.
El principal inconveniente de estas bases de datos es la descarga individual de las proteinas, lo cual se acrecienta con
la dimensién de la basqueda. Sin embargo, no se cuenta con una herramienta que extienda las funcionalidades de
buscadores como PDBSelect, al analisis de las cadenas peptidicas y permita trabajar de forma conectada o
desconectada al PDB. Por lo que en este articulo se presenta una herramienta que permite la blsqueda en cadenas
peptidicas dentro del set de proteinas, asi como de homologias entre proteinas y péptidos. Esta nueva herramienta
facilita la seleccion y criba de proteinas, entre otras funciones de gran interés. Extendiendo las funcionalidades de
PDBSelect, al permitir la busqueda en cadenas peptidicas dentro del set de proteinas, asi como de homologias entre
proteinas y péptidos. La herramienta propuesta permite el trabajo de forma conectada o desconectada al PDB. El
analisis de un caso de estudio permitié demostrar como, en apenas seis pasos sencillos, se logra obtener un conjunto
de proteinas y subsecuencias peptidicas que permitan a los investigadores realizar posteriores investigaciones con
estas.

Palabras clave: Herramienta bioinformatica, blsqueda, péptidos, proteinas, alineamiento de secuencias, base de
datos de proteinas.

Abstract

The rise of research in the area of proteins has led to the development of large online databases. The main drawback
of these databases is the download of individual proteins, which increases with the size of the search. However, we
don’t have tools capable to extend the functionalities of search engines like PDBSelect, with respect to peptidical
chains analysis and allowing to work both online or offline. In this paper, we present a tool that enables the search of
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peptidical chains inside the set of proteins and homologies between proteins and peptides. This tool facilitates the
selection and screening of protein, among other features of interest. Extending PDBSelect functionality by allowing
the search of peptide chains within the set of proteins and search homologies between proteins and peptides. The tool
can work online or offline with the PDB. The analysis of a case of study helped to show how, in just six easy steps, it
is possible to obtain a set of protein and peptide subsequences that allow researchers to conduct further research with
these.

Keywords: Bioinformatics tool, search, peptides, proteins, sequences alignment, proteins database.

Introduccion

El desarrollo alcanzado por las Ciencias Biol6gicas ha permitido la acumulacion de gran cantidad de informacién
experimental disponible en vastas bases de datos. El manejo e interpretacion de estos volimenes de informacién ha
dado lugar al surgimiento de la Bioinformatica.

En la actualidad existe una base de datos en linea de estructuras de proteinas y acidos nucleicos nombrada Protein
Data Bank (PDB) (Bi etal. 2015). Esta base de datos cuenta con aproximadamente 65 mil proteinas de estructura
conocida. Cuyo objetivo fundamental es mantener un archivo de datos de estructuras macromoleculares disponible

gratuita y publicamente para la comunidad global.

Existen mdltiples bibliotecas y herramientas bioinformaticas ampliamente difundidas, destinadas al trabajo y la
representacion de estructuras de proteinas (Hirsh et al. 2015), (Colaert et al. 2013), (Sormanni et al. 2014), (Marchler-
bauer et al. 2013), (Arnold, Bordoli y Schwede 2006), (Chandonia 2007), (Wu et al. 2007), (Stern etal. 2014) y
(Wolstencroft et al. 2013). En sentido general estas bibliotecas y herramientas estan disefiadas para el trabajo con una
proteina a la vez o para realizar los alineamientos tradicionales empleados, locales o globales, sin atender a las

relaciones que pudieran existir entre los péptidos de dichas proteinas y la actividad asociada a los mismos.

De igual manera existen multiples bases de datos bien conocidas como: Protein Data Bank (Bi etal. 2015),
(Consortium 2017), (Kiefer et al. 2009), (Hulo, N.; Amos, Bairoch; Bulliard, Virginie ; Cerutti, Lorenzo; De Castro,
Edouard; Langendijk-Genevaux, Petra S.; Pagni, Marco; Sigrist 2006), (Mitchell et al. 2015). Todas estas bases de
datos se encuentran en linea (on-line) y brindan potentes herramientas de busqueda, que son capaces de filtrar por
nombre, clasificacion, caracteristicas quimicas, motivos estructurales, funcién, grado de identidad, organismos,
etcétera. Sin embargo, tampoco estén orientadas a la busqueda de relaciones que pudieran existir entre los péptidos de

dichas proteinas, ni permiten el trabajo desconectado (off-line).
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El sitio de PDB posee una potente herramienta de bisqueda denominada PDBSelect, la cual tiene como principal
inconveniente la descarga individual de las proteinas, lo cual se acrecienta con la dimensién de la basqueda. Sin
embargo, no se cuenta con una herramienta que extienda las funcionalidades de buscadores como PDBSelect, al

analisis de las cadenas peptidicas y permita trabajar de forma conectada o desconectada al PDB.

Como parte del objetivo fundamental de la presente investigacion, la herramienta debera permitir la basqueda en
cadenas peptidicas dentro del set de proteinas, asi como de homologias entre proteinas y péptidos. Como resultado se
propone una nueva herramienta que facilita la seleccion y criba de proteinas y péptidos, entre otras funciones de gran
interés. Este articulo estad conformado por una seccion de antecedentes, donde se analizan algunas de las herramientas
bioinformaticas empleadas en la seleccién y criba de proteinas. La seccion donde se muestra la propuesta realizada.
Una seccion de validacion de los resultados donde se muestra un caso de estudio y por ultimo las conclusiones y
trabajos futuros.

Materiales y métodos

En el presente articulo se propone una herramienta que facilita la investigacion sobre la actividad que pueda tener una
proteina o una determinada subsecuencia peptidica. Para ello se requiere que la herramienta creada sea capaz de

encontrar las subsecuencias que se repiten en diferentes proteinas y la relacion que existe entre la actividad de estas.

Esta herramienta brinda a los cientificos e investigadores la posibilidad de interactuar directa o indirectamente con las

bases de datos de proteinas en busca de posibles subsecuencias peptidicas para su posterior sintesis y analisis.

El Sistema Java de Recuperacion de Informacion de Proteinas y Péptidos (JIRP, por sus siglas en ingles), esta basado
en la biblioteca de clases Bioinformatics, creada con el objetivo de extraer la informacion de las proteinas contenidas
en el PDB, la realizacion de las busquedas por subsecuencias peptidicas, asi como las interfaces necesarias para lograr
la interoperabilidad entre las bases de datos de proteinas, las herramientas bioinformaticas y los investigadores
(Figura 1).
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Figura 1. Diagrama funcional de la aplicacion JIRP, donde se muestran las interfaces que brindan la interoperabilidad entre los

investigadores, las aplicaciones y las bases de datos de proteinas.

En este proceso se obtienen los genes con valores mas centralizados y se eliminan los grupos con valores extremos.
Con los genes resultantes tras este proceso de seleccidn se construye un nuevo microarray que sera sobre el que el

algoritmo de inferencia realice la extraccion de las redes de genes.

Implementacion
JIRP es una herramienta de escritorio desarrollada con Java y libre que permite organizar el trabajo de investigacion
asociado al manejo de proteinas. Esta herramienta ofrece un ambiente grafico para el disefio de busqueda altamente

personalizada de proteinas y de subsecuencias en las mismas.

La aplicacion cuenta con una base de datos interna, que viabiliza el proceso de busqueda de y dentro de las proteinas.
Esto se logra a partir de la extraccion de las propiedades de las proteinas derivadas tanto de su estructura primaria,
secundaria como terciarias. Ademas, almacena las subsecuencias y sus coincidencias, creando asi una base de datos

de plantillas de péptidos asociados a sus posibles actividades.

El sistema es capaz de leer proteinas en formato *.pdb y *.ent, las cuales pudieran encontrarse en ficheros
compactados *.gz. La busqueda de proteinas se realiza empleando los mismos criterios de PDBSelect, extendiendo
estos a esquemas de estructuras secundarias definidas por el investigador. Estas busquedas también se pueden realizar
a partir de una subsecuencias de amino&cidos previamente guardada por el investigador en la base de datos,

devolviéndole secuencias que tengan la misma funcion o similar a la que se utiliza como plantilla para la busqueda.
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La blsqueda de secuencias también se realiza segun criterios de hidrofobicidad en aminoécidos presentes en dichas

secuencias, asi como aminoacidos deseados o no.

La busqueda a través de estructuras secundarias definidas por el investigador se simplifica a que plantee exactamente
la forma de la subsecuencia que desea encontrar en otras proteinas, esta se trasforma en tiempo de ejecucion a una
expresion regular que se encarga de realizar las comparaciones en la base de datos, teniendo como resultado las
proteinas coincidentes y similares. De esta manera los investigadores no necesitan de los conocimientos de

informética para tener éxito.

Como complemento a este método de busqueda se encuentra un motor de sugerencias basado en los posibles errores

del investigador en el momento de construir la expresion.

Otra caracteristica importante del proceso de busqueda es el empleo de plantillas. Las cuales se basan en busquedas
previas que fueron guardadas en la base de datos y cuya subsecuencia esta asociada a una actividad bien definida. El
empleo de dichas plantillas esta pensado en base a la eficiencia de las busquedas debido a que funcionan como un tipo
de cache.

El uso de este método tiene dos aristas fundamentales porque de no encontrarse la plantilla adecuada se tendria que
proceder a realizar un parseo en toda la base de datos, lo cual se evitaria de aparecer, reduciendo notablemente el

tiempo de busqueda.

JIRP permite realizar alineamientos locales y globales lo que facilita la comparacion de secuencias de proteinas
resaltando las zonas de similitud que podrian indicar relaciones funcionales o evolutivas entre las proteinas

seleccionadas.

A diferencia de las herramientas tradicionales, JIRP permite exportar las proteinas seleccionadas, por cualquiera de
los métodos anteriormente descritos, hacia una carpeta 0 una nueva base de datos para realizar experimentacién
posterior con ellas. En caso que desee exportarlas en forma de fichero el sistema busca la direccion de procedencia de
las proteinas e intenta copiarla desde esta o las extrae directamente de la base de datos si desea exportar a una base de

datos nueva.

Base de datos
La aplicacion cuenta con una base de datos interna SQLite. En esta base de datos se gestionan una serie de indices
derivados de los metadatos extraidos de los pdb que permiten al investigador crear criterios de busqueda

personalizados y obtener la informacién organizada segun su relevancia y cobertura.
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A medida que la aplicacién indexa nuevas proteinas la informacion es almacenada en tablas a modo de relaciones, tal

gue permita la recuperacion desde diferentes perspectivas como actividad, estructura, funcion, familia (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama logico de la base de dato del sistema JIRP.

En la medida en que se introducen nuevas subsecuencias peptidicas asociadas a una actividad especifica, se crean las
relaciones entre estas y las proteinas que las contengan. Esto se pone de manifiesto con mucha frecuencia debido a
gue una subsecuencia peptidica puede estar en varias proteinas o varias veces en una misma proteina, donde pueden
encontrarse separadas o solapadas. A partir de la relevancia y cobertura se realiza la organizacion de la devolucién
que da la base de datos ante determinada blsqueda a partir de una subsecuencia peptidica. El trabajo offline se puede
realizar debido a que la base de datos interna de la aplicacion esta indexada con PDB. La importacién a la base de
datos esté flexibilizada por la variabilidad de los ficheros pdb.

Disefio de la interfaz del sistema
La interfaz de la aplicacion esta dividida en 5 areas fundamentales (Figura 3):
1. En la barra de herramientas estan contenidas las funciones béasicas de la aplicacion y el acceso al resto de las

paletas.
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2. En la paleta de gestidén de base de datos se encuentran las bases de datos que han sido cargadas o creadas
recientemente.

3. El éarea de visualizacién de las proteinas es donde se muestran las proteinas que han sido seleccionadas a
partir de una busqueda previa.

4. La paleta de basquedas se compone de dos subpaletas que contienen dos tipos de busqueda diferentes
(busqueda de proteinas y busqueda de subsecuencias) a las que se puede acceder mediante la barra de
herramientas.

5. La barra de estado muestra a la izquierda la cantidad de proteinas que han sido seleccionadas producto de una
busqueda y a la derecha si se estan cargando nuevas proteinas para la base de datos y el porciento en que se
encuentra este proceso.
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TENA LELON PROTENEFIBRONECT
— 1UBI CHROMOS0. MUBICUITING
[ DataBases F0UH [CELL ADHES . [THROMBOS
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20UN [HYDROLASE (CAMP AND . |3
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Figura 3. Interfaz de la aplicacion JIRP. (1) Barra de herramientas. (2) Paleta de gestion de base de datos. (3) Area de

visualizacién de las proteinas. (4) Paleta de busquedas. (5) Barra de estado.
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Resultados y Discusion

Para analizar el funcionamiento de la herramienta propuesta, se disefid un caso de estudio. Donde, se desea crear un
modelo que sea capaz de predecir actividad antimicrobiana de péptidos. Una primera aproximacion podria ser realizar
una busqueda entre los segmentos de proteinas conocidas (PDB). Debido a que los péptidos de varios tipos naturales
como piel de anfibios, de arafias y péptidos propios del ser humano son antimicrobianos que exhiben patrones de
secuencias, una idea de partida pudiera ser buscar en proteinas esos patrones y sacar estos fragmentos para posterior-

mente realizar experimentacion con ellas.

: rear criterio
Buscarenel | o Seleccionar e

PDB wd proteinas =

de forma
semantica

re
i
"

Buscar

péptidos por
topologia

Filtrar la
basqueda de
péptidos

Exportar
proteinas

Figura 4. Diagrama de proceso del caso de estudio.

En la figura 4 se muestran los pasos que se siguen en este proceso. Primero, se realiza la bisqueda de proteinas en el
PDB. Segundo, se selecciona el conjunto de proteinas objetivo, pueden ser todas o solo un subconjunto de la
bdsqueda. Tercero, se establece el criterio de busqueda de forma seméantica. Cuarto, busqueda de péptidos segin
estructura 2D. Quinto, se refina la busqueda atendiendo a las caracteristicas fisico quimicas de los aminoacidos. Por

ultimo, se exportar las proteinas que cumplen con los criterios anteriores.

Para la realizacion de la bisqueda inicial de proteinas en el PDB, se establecieron los siguientes parametros (Figura
5.2): secuencias con longitud de mas de 50 aminoacidos, resolucion mayor que 65, obtenidas por difraccién de rayos

Xy organismos de procedencia de anfibios.

Como resultado del paso uno y dos del proceso, se obtiene un grupo de proteinas que se supone puedan estar

relacionadas con la actividad buscada (Figura 5.1).
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Basandonos en la afirmacion de que la estructura secundaria de los péptidos antimicrobianos de tipo uno presenta alfa

hélices (Jenssen, Hamill y Hancock 2006), el tercer paso es realizar una criba de péptidos que contengan este motivo

30 veces.
PDBNa...|Classifi..|Molecule| Length | Chains “lIProteins search X
1AWD |ELECT.. |FERR... |94 Al -
1BRF _ |ELECT.. |[PROT... |53 Al o Somch
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Figura 5. (1) Area de visualizacion de proteinas encontradas por algun criterio. (2) Paleta de blsqueda personalizada por

propiedades fisico-quimicas.

Para realizar esta bisqueda la expresion semantica seria “HHHHHHH...HH” hasta llegar a 30. Sin embargo, la
construccion de la expresién de busqueda esta dada por el motivo, seguido del nimero de veces en que debe estar
repetido. Esto provoca que ejecute el motor de sugerencias de expresiones con H30, lo cual genera la expresion
regular H{30}. La figura 6.1 muestra los segmentos de alfa hélice que coincidieron con la expresion regular y las

secuencias de aminoacidos asociadas a los mismos.

En la mayoria de los casos la busqueda realizada en los pasos tres y cuatro genera una gran cantidad de subsecuencias
peptidicas, por los que podria hacerse necesario refinar esta busqueda. En el quinto paso se acota la busqueda
mediante el empleo de filtros. Como especificar si se permite que las subsecuencias puedan solaparse (en este caso se

permitié hasta 5 aminoacidos de solapamiento). Asi como especificar los aminoacidos que puedan estar presentes y
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los que no (en este caso debian estar presentes Prolina y Glicina, y no la Cisteina). Adicionalmente los aminoacidos

pueden elegirse segun los criterios de hidrofobicidad, polaridad y carga (Figura 6.2).

Subsequences x | [Subsequences search

PDBName Subsequences Expression l—Creale expression -
20UF NPLDKWNDIIIF.. |[HHHHHHHHHH... |~ | [H30 |
20UN SSSEYEQVLEIIR..|HHHHHHHHHH. . Examples: H2C3=HHCCC H=HH... 3=HHC
20UN EQVLEIRKAIAT... |HHHHHHHHHH. .
20UP SSSEYEQVLEIR...HHHHHHHHHH. . DZI
20UP EQVLEIRKAIAT... |HHHHHHHHHH. .
20UR SSSEYEQVLEIR...|HHHHHHHHHH... | | Concatenate rank.
20UR EQVL] IAT... |[HHHHHHHARH. |
20US 35S IR...[HHHHHHHHHRH...
20US EQ T.. [HHHHHHHRAH.. [Apply fiter
20UY sS IR._|HHHHHAHHAH... Desired Amino Acids GP
20UY EQVLEIRKAIAT... |HHHHHHHHHH. . ‘ o
20UZ TLQQQHQRLAQ... |[HHHHHHHHHH. | EXSTple: JLED
20V4 EELDRVLDEGA... |HHHHHHHHHH. DmantsgRmmoficd |© |
20VJ AVPNPDPVTML... |HHHHHHHHHH...
20W LSSSEYEQVLEI.. |[HHHHHHHHHH. . | Example: E;H;D
20W YEQVLEIRKAIA_ |HHHHHHHHHH... ) ) -
20VY LSSSEYEQVLEI_|[HHHHHHHHAH.. ‘ Hick ofobic propesty o |~]
20VY YEQVLEIRKAIA_. |HHHHHHHHAHH... =
20WC DYGLLYAWKWP .. [HHHHHHHHHH. . pSec]

Figura 6. (1) Area de visualizacion de péptidos con su estructura primaria y secundaria. (2) Paleta para la criba de péptidos.

Los péptidos que cumplen con las restricciones anteriores no siempre se parecen entre si, por lo que se hace necesario
encontrar las secuencias mas similares. Estas secuencias son asociadas con la actividad antimicrobiana analizada y se
almacenan en la base de datos con referencia a sus respectivas proteinas (Figura 6.1). Estas subsecuencias serviran

como plantilla para busquedas posteriores.

Como ultimo paso, las proteinas que contienen a los péptidos seleccionados pueden ser exportadas hacia una carpeta

tal que se puedan realizar experimentaciones especificas con estas.

Conclusiones

Como resultado se obtuvo una nueva herramienta que facilita la seleccion y criba de proteinas, entre otras funciones

de gran interés. Extendiendo las funcionalidades de PDBSelect, al permitir la busqueda en cadenas peptidicas dentro
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del set de proteinas, asi como de homologias entre proteinas y péptidos. La cual permite el trabajo de forma conectada

o desconectada al PDB.

JIRP es una herramienta portable, desarrollada en Java, que consume pocos recursos y brinda una interfaz
simplificada e intuitiva para los investigadores. ElI empleo de un caso de estudio que permitié demostrar seis pasos
sencillos la forma de obtener un conjunto de proteinas y subsecuencias peptidicas que permitan a los investigadores

realizar posteriores investigaciones con estas.
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