DESARROLLO DE APLICATIVO WEB PARA LA PREDICCION DE
ESTRUCTURAS SECUNDARIAS Y TERCIARIAS A PARTIR DE SU SECUENCIA
DE AMINOACIDOS

OSCAR JULIAN CRUZ SALAZAR
PABLO ANDRES HENAO OLIVEROS

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA
FACULTAD DE INGENIERIAS
INGENIERIA ELECTRONICA

Pereira- Risaralda
2015



DESARROLLO DE APLICATIVO WEB PARA LA PREDICCION DE
ESTRUCTURAS SECUNDARIAS Y TERCIARIAS A PARTIR DE SU SECUENCIA
DE AMINOACIDOS

OSCAR JULIAN CRUZ SALAZAR
PABLO ANDRES HENAO OLIVEROS

Proyecto de grado para optar al titulo de:

Ingeniero Electronico.

Director

Mauricio Alexander Alvarez Lopez, PhD.

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA
FACULTAD DE INGENIERIAS
INGENIERIA ELECTRONICA

Pereira- Risaralda
2015






AGRADECIMIENTOS

Primero que todo dedico el presente trabajo a Dios y a mis padres Gilma Oliveros
y Carlos Alberto Henao que siempre estuvieron ahi en el momento que los
necesitaba, gracias a ellos por acompafiarme y darme la oportunidad de ser la
persona que soy hoy en dia. También doy gracias a todas las personas que
estuvieron en esta época de mi vida como amigos, comparferos de clase,
profesores, hermanos y comparfiero de proyecto Oscar Julidn Cruz que me
ayudaron a formarme como todo un profesional y como una persona. También
gracias por el apoyo al director del trabajo de grado PhD Mauricio A. Alvarez,
quien con su apoyo y conocimiento nos guio en la realizacion de este trabajo de
grado.

Mil gracias a todas estar personas.

Pablo Andrés Henao Oliveros

Quiero aprovechar este espacio para expresar mi inmensa gratitud a mis padres,
principales gestores de mi formacion como ingeniero electrénico, a mi madre
Liliana Salazar Gomez que fundo en mi todos los pensamientos emprendedores,
de esfuerzo y fortaleza durante un camino complejo y largo como fue este que
estamos por culminar, a mi padre Oscar Cruz Ramirez que fue un gran ejemplo de
perseverancia y que me apoyo durante toda mi carrera universitaria. Quiero
agradecer de igual manera a mis amigos y familia, a mi amigo Juan Pablo
Holguin que alguna vez me aconsejo y mi compafiero Pablo Andrés que
materializo conmigo este suefio, de igual manera quiero agradecer a mis
compaferos de clase que en su medida aportaron en mi conocimiento y nuevas
formas de ver la vida y por ultimo pero no menos importante a mi maestro y
ejemplo de vida el director del trabajo PhD Mauricio A. Alvarez que nunca dejo de
guiarnos en este proceso.

Oscar Julian Cruz Salazar



CONTENIDO

Pag.
AGRADECIMIENTOS .. ittuietuueiernneerrunesransersnsessesesnsersssersnserseeesnnens 4
TABLA DE CONTENIDO..cuuuieiuueeernnerernnrernneeransersnasernneeesnsseesnssesnnesesnnnns 5
LISTA DE FIGURAS. ...citueeeteeeinesesnesesneersnsesnnesesnnseesnnsernnssernnseennnseens 6
1. INTRODUGCCION. . ctuituritueernerenneennerenneennsesnsesnsesnsrnnsesnseenssennsennnsens 10
0 1= N = 1V 1S TP 13
a) OBJETIVO GENERAL. ......uiiiiniieee e 13
b) OBJETIVOS ESPECIFICOS.....ccouiiiiieeee e 13

3. METODOS PARA LA OBTENCION DE ESTRUCTURAS DE PROTEINAS.
4, METODOLOGIA. . it ttuetetieettereeeetereaeesnesransesneernsenneernsrnnsenrennsenn: 19
5. ANALISIS Y RESULTADOS...ccuiiituieeenreenneresnsersneserseeesnsesrsnssesnneees 29
6. CONCLUSIONES. ....uiiitueierueerenrersneretnneserneeesnsesnnesesnneeesnseernneeesnnns 65

BIB IO G R A A ettt ettt et et ettt e e e e e e e menenenenenrn e s s rarararararararaeaenes 66



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Pasos para la obtencién del modelado por homologia.

Figura 2. Pasos para la obtencién del modelado AB-Initio.

Figura 3. Diagrama de flujo funcionamiento general de la aplicacion.

Figura 4. Validacion si la proteina a predecir existe en la base de datos del
aplicativo Web.

Figura 5. Diagrama de flujo para el modelado por homologia.

Figura 6 Diagramas de flujo de los pasos realizados para el modelado por
homologia.

Figura 7. Diagrama de flujo para el modelado tridimensional por AB-Initio.

Figura 8. Diagrama de flujo para el modelado secundario por JPREDA4.

Figura 9. Ejecucion XAMPP.

Figura 10. Inicio del Aplicativo WEB

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo en formato
FASTA.

Figura 12. Secuencia objetivo, secuencia mas cercana a la secuencia objetivo.
Figura 13. Alineamiento entre secuencia objetivo-secuencia mas cercana.

Figura 14. Tabla de proteinas mas cercanas.

Figura 15. Alineamiento con CLUSTAL-OMEGA.

Figura 16. Modelo tridimensional N°1 de la secuencia de aminoacidos de la
polifenoloxidasa del lulo.

Figura 17. Modelo tridimensional N°1 estimado de calidad local de la secuencia de
aminodcidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 18. Modelo tridimensional N°1 set de referencia de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 19. Modelo tridimensional N°1 modelo construido de la secuencia de
aminodcidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 20. Modelo tridimensional N°2 de la secuencia de aminoacidos de la

polifenoloxidasa del lulo.



Figura 21. Modelo tridimensional N°2 estimado de calidad local de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 22. Modelo tridimensional N°2 set de referencia de la secuencia de
aminodcidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 23. Modelo tridimensional N°2 modelo construido de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 24. Modelo tridimensional N°3 de la secuencia de aminoacidos de la
polifenoloxidasa del lulo.

Figura 25. Modelo tridimensional N°3 estimado de calidad local de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 26. Modelo tridimensional N°3 set de referencia de la secuencia de
aminodcidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 27. Modelo tridimensional N°3 modelo construido de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 28. Modelo tridimensional N°1 en JMOL de la secuencia de aminoacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 29. Estructura secundaria obtenido con I-TASSER de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 30. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 de la secuencia de aminoacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 31. Modelo tridimensional I-Tasser N°2 de la secuencia de aminoacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 32. Modelo tridimensional I-Tasser N°3 de la secuencia de aminoacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 33. Modelo tridimensional I-Tasser N°4 de la secuencia de aminoacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 34. Modelo tridimensional I-Tasser N°5 de la secuencia de aminoéacidos de
la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 35. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 con JMOL de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



Figura 36. Modelo estructura secundaria JPRED4 de la secuencia de aminoacidos
de la polifenoloxidasa del lulo.

Figura 37. Secuencia de aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo en formato
FASTA.

Figura 38. Insercion de la secuencia y seleccién de los métodos a utilizar en el
aplicativo.

Figura 39. Secuencia objetivo, secuencia mas cercana a la secuencia objetivo.
Figura 40. Tabla de proteinas méas cercanas.

Figura 41. Alineamiento con CLUSTAL-OMEGA.

Figura 42. Modelo tridimensional SWISS-MODEL de la secuencia de aminoacidos
de la hemoglobina beta.

Figura 43. Modelo tridimensional SWISS-MODEL, modelo construido de la
secuencia de aminoécidos de la hemoglobina beta.

Figura 44. Modelo tridimensional SWISS-MODEL set de referencia de la
secuencia de aminoacidos de la hemoglobina beta.

Figura 45. Modelo tridimensional SWISS-MODEL, estimado de calidad local de la
secuencia de aminoécidos de la hemoglobina beta.

Figura 46. Modelo tridimensional SWISS-MODEL en JMOL de la secuencia de
aminoacidos de la hemoglobina beta.

Figura 47. Estructura secundaria obtenido con I-TASSER de la secuencia de
aminodacidos de la hemoglobina beta.

Figura 48. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 de la secuencia de aminoacidos de
la hemoglobina beta.

Figura 49. Modelo tridimensional I-Tasser N°2 de la secuencia de aminoacidos de
la hemoglobina beta.

Figura 50. Modelo tridimensional I-Tasser N°3 de la secuencia de aminoacidos de
la hemoglobina beta.

Figura 51. Modelo tridimensional I-Tasser N°4 de la secuencia de aminoacidos de

la hemoglobina beta.



Figura 52. Modelo tridimensional I-Tasser N°5 de la secuencia de amino&cidos de
la hemoglobina beta.

Figura 53. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 con JMOL de la secuencia de
aminoéacidos de la hemoglobina beta.

Figura 54. Modelo estructura secundaria JPRED4 de la secuencia de aminoacidos
de la hemoglobina beta.

Figura 55. Alineamiento de la secuencia objetivo en el PDB.

Figura 56. Alineamiento de la secuencia objetivo en la NCBI.

Figura 57. Estructura secundaria de la proteina de referencia en el PDB.

Figura 58. Alineamiento de la secuencia objetivo en el PDB.



1.

INTRODUCCION

La prediccion de la estructura tridimensional de una proteina cuando sélo se
conoce su secuencia de aminoacidos ha sido un problema de gran interés
desde tiempo atras. Los enfoques han variado desde el método ab-initio que se
basa exclusivamente en principios fisicos y quimicos, al método de homologia
que se basa principalmente en la informacion disponible en las bases de datos
de secuencias y estructuras. Los métodos antes mencionados se han
convertido en modelos méas precisos y su rango de aplicacion se ha estado
incrementando. Por el lado del ab-initio se debe a los grandes recursos
computacionales los cuales permiten la implementacion de procesos
estocasticos mas robustos y al avance en la comprension de la base quimica
de la proteina para un correcto plegado [1]. Por otro lado el modelo por
homologia tiene un avance significativo debido a la gran cantidad de
secuencias y estructuras que se han obtenido y almacenado en bases de datos

en los ultimos afos [2].

Para obtener resultados en la prediccibon de una proteina mediante el
modelado por homologia se requiere de multiples procesos a realizar, tales
como la determinacion de la proteina mas parecida en una base de datos, la
alineacion de la proteina de estudio con su proteina mas cercana y la creacion
de un modelo tridimensional adecuado para la secuencia de aminoacidos [3].
En los procesos de prediccion de estructuras de proteinas mediante el método
ab initio se puede contar con un algoritmo diferente de acuerdo a cada servidor
de pruebas encontrado en la web, esto termina en resultados muy diferentes

para cada prediccion realizada.

Los procesos de determinacion de estructuras de proteinas en Colombia se
ven limitados debido a la escases de recursos (econdémicos, académicos y de
infraestructura) y a la falta de elementos que permitan obtenerlas

experimentalmente. Ante las dificultades presentadas para obtener la



estructura de proteinas mediante métodos experimentales, surgen los métodos
de prediccidon de estructuras de proteinas mediante software. Los métodos de
prediccion de estructuras de proteinas mediante software presentan segun los
resultados del Critical Assessment of Techniques for Protein Structure
Prediction (CASP) [4], altos indices de acierto de acuerdo a los criterios de
evaluacion de estos. En Colombia existe una gran cantidad de materia

bioldgica que requiere ser estudiada a nivel de la estructura de sus proteinas.

Existen diferentes frutas como el lulo que se producen en la region andina que
necesitan ser mejoradas genéticamente, a su vez mediante el conocimiento de
estructuras de proteinas se pueden generar enzimas con las cuales se pueden
producir medicamentos, entre otras aplicaciones. Como ejemplo del problema,
el lulo como otras frutas presenta un fenébmeno denominado pardeamiento,
este fendmeno consiste en la oxidacién de parte de la fruta disminuyendo su
calidad. El pardeamiento podria ser eliminado gracias al estudio y modificacion

de la proteina que genera este fendbmeno.

En la actualidad existen programas y herramientas que facilitan la prediccion
de estructuras de proteinas asi como la obtencion de otro tipo de datos
asociados a estas, sin embargo, los procesos necesarios para lograr
resultados son complejos y requieren de la utilizacion de mudltiples
herramientas para un unico fin (obtener la estructura 2D o 3D de la proteina).
En Colombia los procesos de prediccion de proteinas mediante software no

son muy utilizados por la comunidad académica.

La creacion de algoritmos de computacion que reunan informacion presente en
la web y utilicen diferentes procesos para obtener la prediccion de estructuras
de proteinas, permite la recopilacibn de gran cantidad de datos. Reunir
informacion y funcionalidades que solucionen requerimientos a partir de la

informacion presente en la web requiere de la automatizacion de procesos



mediante algoritmos. La automatizacion de procesos consiste en un programa
que ejecuta ciertos pasos para realizar un proceso especifico y que se acopla a
la necesidad determinada para realizar sistematicamente su funcién. Mediante
la automatizacion de procesos se podria obtener informacion de diferentes
servidores de prediccion de estructuras de proteinas para su recopilacion,
organizacion y comparacion, de acuerdo a una secuencia de aminoacidos

perteneciente a una proteina de estudio.

En Colombia no se ha desarrollado una herramienta que retna informacién de
diferentes aplicativos web de prediccion de estructuras de proteinas. La
reunion de diferentes métodos en un solo espacio permitiria facilitar los
procesos de obtencion y reunir gran cantidad de informacidén necesaria para la
investigacion de las mismas, ademas de la reduccion de costos en el proceso

de prediccion.

Un aplicativo de prediccion de estructuras de proteinas es de suma importancia
para el area de la bioinformética en particular para el centro de biologia
molecular y biotecnologia (CENBIOTEP) perteneciente a la universidad
tecnologica de Pereira debido su aplicabilidad en la prediccién terciaria de la
proteina, la cual puede ser utilizada para obtener la informacién suficiente para

llevar acabo el mejoramiento genético en una proteina.



2. OBJETIVOS

En este capitulo se describe los alcances del proyecto.

a) OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una aplicacion web que permita la prediccion de estructuras de

proteinas secundarias y terciarias a partir de su secuencia de aminoacidos,

gue retna multiples algoritmos de prediccion de estructuras de proteinas y que

permita la visualizacion de datos para el andlisis de las mismas.

b) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar algoritmos de programacién que permitan navegar por
diferentes servidores web de prediccién de estructuras de proteinas y
obtener los resultados de cada servidor en la prediccion de estructuras

de proteinas a partir de una cadena de aminoécidos.

Desarrollar una interfaz web que permita, a través de una tuberia de
software, la prediccion de la estructura 2D y 3D de una proteina a partir
de su secuencia de aminoacidos mediante el método Ab Initio y

mediante el método Homologia.

Validar los resultados de la aplicacidbn web a partir de proteinas cuyas
estructuras se encuentran ya determinadas en la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y PDB (Protein
Data Bank).



3. METODOS PARA LA OBTENCION DE ESTRUCTURAS DE PROTEINAS

En este capitulo se explicaran brevemente algunos conceptos acerca de
modelos de estructuras de proteinas, posteriormente también se explicaran los
métodos utilizados en la obtencion de estructuras de proteinas, estos métodos
permiten obtener un modelado de la estructura de la proteina a partir de su
secuencia de aminoacidos. Los modelos entregados por estos métodos
permiten ser utilizados para el mejoramiento genético de una gran cantidad de
materia biolégica, a su vez se pueden generar nuevas enzimas con las cuales

se produce medicamentos entre otras aplicaciones.

3.1. Enlaces peptidicos.
Este tipo de enlace esta conformado por un enlace entre un grupo amino de

un aminoacido y el grupo carboxilo de otro aminoacido. [5]

3.2. Estructura primaria de proteinas.

Es la forma méas basica de las proteinas. Este tipo de estructura esta
determinada por la secuencia de aminoacidos o por el nimero de aminoacidos
presentes y por el orden en que estan enlazados por medio de enlaces

peptidicos. [6]

3.3. Estructura secundaria de proteinas.

La estructura secundaria de una proteina es el plegamiento que la cadena
polipeptidica adopta debido a la formacion de puentes de hidrégeno entre los
atomos que conforman el enlace peptidico. Los puentes de hidrégeno se
establecen cuando se comparte un proton entre dos moléculas, esto a su vez

formando un enlace débil.



La prediccion de la estructura secundaria son un conjunto de procesos
bioinformaticos, su principal objetivo es la prediccion de la estructura
secundaria de proteinas y acidos nucleicos, esto a partir de su secuencia de
aminoacidos. La mayoria de los métodos utilizados para la construccion del
modelo, se basan principalmente en el uso de redes neuronales y la
comparacion con modelos ya determinados que se encuentran en una base de
datos. [7]

3.4. Estructuraterciaria de proteinas.
La estructura terciaria de una proteina describe el plegamiento de los
elementos de la estructura secundaria y especifica las posiciones de cada

atomo en la proteina, incluidos los de sus cadenas laterales. [8]

3.5. Modelado por homologia.

La prediccidén por homologia o comparacidén consiste como su nombre lo indica
en la comparacién de las estructuras de proteinas obtenidas por algoritmos
computacionales con estructuras de proteinas similares y ya conocidas. Estas
cuentan con un modelo determinado en una base de datos de proteinas
determinada, de esta manera al analizar un modelo por prediccion
computacional se compara con la obtenida mediante métodos de laboratorio, lo

cual brinda el porcentaje de acierto de la prediccion [9].

En la figura 1 se observa el diagrama de procesos general para la prediccion
de la estructura tridimensional de una proteina a partir de su secuencia de

aminoacidos usando el modelo por homologia.
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Figura 1. Pasos para la obtencion del modelado por homologia.
En la figura 1 se visualizan los diferentes pasos que se deben tener en cuenta
para obtener el modelo estructural tridimensional de la secuencia de
aminoacidos objetivo mediante el modelado por homologia. Para la obtencién
de la secuencia més cercana se pueden llegar a utilizar diferentes servidores
como son Psiblat y PDB. Lo que estos servidores realizan es buscar en sus
respectivas bases de datos, secuencias de aminoacidos que contengan una
mayor similitud entre sus componentes con respecto a la secuencia de
aminoéacidos objetivo. Posteriormente habiendo obtenido la secuencia més
cercana se procede a realizar un alineamiento con servidores como Clustal-
Omega, el alineamiento consiste en tomar las proteinas (secuencia objetivo y
secuencia mas cercana), y observar que caracteres son idénticos. En la etapa
de metodologia se explicaran estos métodos un poco mas a fondo para su

mayor entendimiento.

3.6. Modelado ab-Initio

La prediccién de proteinas por el método AB-Initio tiene como objetivo principal
la construccion de modelos de estructuras de proteinas a partir de su
secuencia de amino&cidos desde un punto cero, basdndose principalmente en
principios fisicos, a diferencia del modelado por homologia el cual obtiene la
estructura de proteinas a partir de una ya conocida. Los procedimientos
posibles que se pueden realizar mediante el modelado ab-initio se basan en
procesos estocasticos, redes neuronales, mapas de contacto y maquinas de
soporte vectorial, estos procedimientos consisten en diferentes tipos de



algoritmos que por su estructura y resultados arrojan porcentajes de acierto
distintos [10].

En la figura 2 se puede observar el diagrama de procesos general para la
prediccién de estructuras de proteinas mediante algoritmos de programacion
usando el modelado Ab initio o Novo. Los métodos de prediccion por ab-initio
pueden presentar una gran cantidad de algoritmos diferentes de acuerdo al
autor que desarrolle el programa de prediccion lo cual a su vez hace que se
vea afectado de forma notable el porcentaje de acierto de las aplicaciones que

funcionan bajo este método.

. Prediccion Reconstruccion a4
Secuencia Muestreo Puntuacion y
e estructura L de todos los . Estructura 3D
objetivo . eficiente . agrupamiento
secundaria atomos

Figura 2. Pasos para la obtencion del modelado AB-Initio.

3.7. Aplicacion WEB.

Una aplicacion web esta constituida por varias paginas web que interactian
entre si, utilizando los recursos en un servidor. Se utilizan en algunos casos
para consultar, modificar o insertar, por medio del servidor, la informacion de

las bases de datos.

Para el desarrollo de aplicaciones web comiUnmente se utiliza el lenguaje PHP.
Este lenguaje de programacion tiene su aparicion en el afio 1994, desde
entonces ha experimentado un gran crecimiento y acogida en el mundo, debido
a las caracteristicas que lo definen como son la potencia, versatilidad, robustez
y modularidad [11]. Los programas escritos en PHP (Hypertext Pre-processor),
son embebidos directamente en el codigo HTML (Hiper text Markup

Language), ejecutado e interpretado por un servidor web antes de transferir al



usuario un resultado en lenguaje HTML puro. Ademas este lenguaje es de fécil
aprendizaje por su flexibilidad y gran similitud en sintaxis a diferentes

lenguajes.

Una de las caracteristicas més destacadas del lenguaje PHP, es la facil
conectividad con sistemas gestores de bases de datos, como MySQL, lo cual
ha generado la gran utilizacion para la creacion de paginas dinamicas, no solo

personales sino también portales empresariales [11].

3.8. Tuberia de software o arquitectura pipeline.
En informatica la tuberia de software consiste en una cadena de pasos o
procesos conectados de forma que la salida de cada proceso es la entrada del

siguiente proceso. [12]

3.9. PhantomJS.

Es un framework de programacién que permite parsear *

codigo JavaScript
como codigo cmd (Consola de Comandos) de Windows. Por lo cual permite
manejar procesos del computador ademas estd disefiado para hacer
webdriving (manejo de web automatico) y manejar paginas web de manera

automatizada. [13]

! Parsear: Transformaciéon de un tipo de variable o cddigo completo en un tipo de variable
diferente.



4. METODOLOGIA

En este capitulo se describe el disefio metodolégico llevado a cabo durante el
desarrollo del proyecto. El programa utilizado para el desarrollo de los algoritmos
para la prediccion de estructuras de proteinas fue Sublime Text 2, el cual tiene una
licencia de uso libre. Para el desarrollo de los algoritmos se utilizaron lenguajes de
programacion tales como: Html5, Css3, JavaScript, PHP y los frameworks
JQUERY y PhantomJS.

En la aplicacibon web disefiada, todos los algoritmos desarrollados estan
generados en una arquitectura Pipeline o tuberia de software. De tal manera que
las diferentes metodologias utilizadas y las cuales se describiran posteriormente
consisten en enviar la informacién desde la interfaz web a un servidor PHP. Este
servidor evalla si la proteina a predecir existe en una base de datos MYSQL vy
este retorna la informacion almacenada si la proteina existe o devolvera una
bandera de no existencia si la proteina no es encontrada en esta base de datos. Si
la proteina no existe en la base de datos, por medio de la interfaz se realiza un
llamado al servidor PHP para la respectiva prediccion. También el servidor PHP
funciona como un intermediario entre la interfaz WEB y los algoritmos de
procesamiento de PHANTOMJS debido a que estos ultimos algoritmos deben
ejecutarse sobre el sistema operativo. Este servidor se encarga de la ejecucion de
los algoritmos de procesamiento desarrollados en el Framework PhantomJS, la
obtencion de resultados de estos algoritmos y retorna estos resultados a la interfaz
web. Todos los resultados obtenidos por medio de la interfaz y los cuales no se
encuentren en la base de datos seran almacenados en esta para su posterior
verificacion y reutilizacion. Lo anterior mencionado se puede observar en la figura
3.
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Figura 3. Diagrama de flujo funcionamiento general de la aplicacién.

La herramienta web cuenta con tres tipos de modelado como son:
e Prediccion Ab-Initio 3D.
e Prediccion Ab- Initio 2D.

e Prediccion homologia 3D.

Como primer paso para el desarrollo del proyecto, se desarroll6 una interfaz web,
por medio de la cual el usuario pudiera ingresar una secuencia de aminoacidos en
formato FASTA a predecir. Ademas se desarrollé una base de datos en MYSQL
donde se guardan los datos de las proteinas ya obtenidas anteriormente por la
aplicacion, esto se realiz6 con el fin de disminuir los tiempos de prediccion en
dichas proteinas. Con respecto al formato de la secuencia se realizan diferentes
validaciones para obtener un formato especifico de esta. Es asi que utilizando
tecnologia AJAX se envia una peticion al servidor PHP, en este servidor se evalla
el tipo de llamado realizado y este evalla en una base de datos MYSQL si la
proteina ya existe o ha sido obtenida anteriormente, si la proteina ingresada
existe se toman los datos de la informacion de la prediccion deseada desde la

base de datos.



Continuando con el proceso para el desarrollo de esta aplicacion, si la proteina no
existe en la base de datos se notifica a la interfaz web y se procede a realizar el
proceso de prediccion mediante el uso del método de homologia. En la figura 4 se
observa el diagrama de flujo para validar la existencia de la secuencia de proteina
en la base de datos.

évaluar la secuencia em
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secuencia en la
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Figura 4. Validacion si la proteina a predecir existe en la base de datos del

aplicativo Web.



Método de homologia.

Para la prediccion por el método de homologia la interfaz web realiza un llamado
al servidor PHP, este se comunica mediante el uso de la funcion EXEC con un
algoritmo realizado con el framework PHANTOMJS. Este algoritmo se encarga de
ingresar al servidor PSIBLAST y obtener los resultados del mismo. La funcion que
realiza el servidor web PSIBLAST es usada para buscar posibles secuencias
homologas. Este programa primero realiza un alineamiento entre las diferentes
secuencias obtenidas, posteriormente realiza una matriz estandar para calificar los
alineamientos realizados. De las secuencias obtenidas en este alineamiento, el
programa genera una nueva matriz de sustitucion, basandose en las frecuencias
de los aminoacidos de las secuencias obtenidas en los alineamientos. Usa esta
nueva matriz para realizar otro alineamiento. Esto permite en general encontrar
nuevos alineamientos, que son usados para calcular una nueva matriz. El proceso
se repite tantas veces como el usuario lo indique, o hasta que ya no se encuentran
nuevos alineamientos [14]. Este servidor entrega como resultados un conjunto de
secuencias cercanas de acuerdo a los criterios del servidor con la proteina
objetivo. También se obtiene la cadena de aminoacidos en formato FASTA de la
secuencia mas cercana y el alineamiento entre la secuencia objetivo y la cercana.
Este ultimo algoritmo retorna los resultados al servidor PHP y este a su vez

retorna este resultado a la interfaz WEB para su visualizacion.

Con los resultados anteriormente obtenidos se procede a hacer uso del servidor
CLUSTAL-OMEGA, el cual es un programa de alineamiento de mdultiples
secuencias que utiliza arboles de guia y técnicas de perfii HMM para generar
alineaciones entre diferentes secuencias [15]. Haciendo uso de la misma
metodologia entradas salidas descrita anteriormente, es decir, peticion al servidor,
procesamiento de la informacion, ejecucion de algoritmos PHANTOMJS vy
devolucion de resultados, el algoritmo de procesamiento accede al servidor

CLUSTAL-OMEGA y Unicamente obtiene los resultados arrojados por el mismo. El



resultado arrojado por CLUSTAL-OMEGA, consiste en el alineamiento realizado
entre la secuencia objetivo y la secuencia més cercana entregada por el servidor
PSIBLAST, a pesar de que este ultimo entrega también una alineacion de
estructuras su formato no es adecuado para el proceso de prediccion por esto es
necesario el uso de CLUSTAL-OMEGA.

A partir del alineamiento realizado por el servidor CLUSTAL-OMEGA, se procede
a acceder al servidor SWISS-MODEL [16]. Desde la interfaz web se envian los
resultados del alineamiento anteriormente obtenido para realizar la prediccion de
Ssu estructura terciaria. En este servidor se debe tener en cuenta que si la
secuencia mas cercana obtenida no existe en la base de datos del SWISS-
MODEL, la prediccion no podra ser realizada con el alineamiento obtenido por
medio del CLUSTAL-OMEGA, en este caso solo se evalla la prediccion de la
secuencia objetivo. Posteriormente siendo que se obtengan los resultados del
servidor SWISS-MODEL por medio de las secuencias alineadas o la secuencia
objetivo, este devolverda como resultado diferentes modelos de la estructura
tridimensional obtenida, set de referencia, el estimado de calidad local y el
porcentaje de acierto del modelo construido segun SWISS-MODEL, es importante
destacar que una prediccion no se valida por un porcentaje de acierto determinado
o un valor especifico sino por los mismos criterios de cada servidor. Con la
obtencion de este resultado se termina el proceso de prediccion por el método de

homologia.

En la figura 5 se muestra el diagrama de flujo de los pasos a realizar para la
obtencion del modelo tridimensional a partir de la secuencia de aminoacidos por

medio del modelado por homologia.
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Figura 5. Diagrama de flujo para el modelado por homologia.

En la figura 6 se muestran los diagramas de flujos de los pasos realizados por los
algoritmos para la obtencibn del modelo tridimensional por el método de

homologia.
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Método AB-INITIO I-TASSER.

Desde la interfaz web se envia informacion al servidor I-TASSER, en el cual se
determina si se encuentra una prediccion en cola o este esta disponible para una
nueva prediccidn, esto se realizod debido a que este servidor solo deja realizar una
prediccion al tiempo por direccion IP. Si el servidor esta disponible se envia el
pedido de la prediccion de la proteina objetivo, este responde con el cédigo de
trabajo para esta prediccion. Este resultado es enviado a la interfaz y este a su vez
hace un llamado al servidor PHP para que revise cada cierto intervalo de tiempo,
definido en 30 minutos, el correo de resultados dispuesto para la aplicacion, esto

se debe a que el resultado de I-TASSER es enviado por correo electrénico.

La funcién que realiza el I-TASSER es generar automaticamente las predicciones
de alta calidad de la estructura 3D y la funcion biolégica de las moléculas de
proteina a partir de sus secuencias de aminoacidos. El servidor I-TASSER es un
banco de trabajo on-line de alta resolucién de modelado de la estructura y funcién
de proteinas. Dada una secuencia de la proteina, una salida tipica del servidor I-
TASSER incluye la prediccion de estructura secundaria, prevé la accesibilidad
solvente de cada residuo, las proteinas homologas de plantilla de detectado por
roscado y alineaciones de la estructura, modelos estructurales terciarios,
estructuras funcionales para la clasificacion de las enzimas, los términos de
ontologia de genes y la proteina ligando sitios de union. Todas las previsiones
estan marcadas con una puntuacion de confianza que cuenta la precision de la
prediccién sin conocer los datos experimentales. Para facilitar las solicitudes
especiales de los usuarios finales, el servidor proporciona canales para aceptar
especificaciones del usuario acerca de la distancia y el mapa de contacto de los
residuos, ademas también permite al usuario especificar cualquier proteina como
plantilla, o excluir a cualquier plantilla de proteinas durante las simulaciones de la
estructura de montaje. Para su mayor entendimiento por favor dirigirse a la

referencia [17].



Retomando la obtencion de los resultados, cada media hora haciendo uso de la
funcion IMAP de PHP y de los algoritmos realizados, se verifica la existencia de
los resultados. Si los resultados existen, se retorna la informacion de los mismos a
la interfaz web, si estos no existen se esperara 30 minutos para realizar de nuevo
el proceso. Este servidor entrega como resultado varios modelos tridimensionales
obtenidos a partir de la secuencia de aminoacidos objetivo con su respectico C-
score, donde este C-score es una medida de confianza para la estimaciéon de la
calidad de los modelos realizados por el I-TASSER, esta medida se encuentra
entre el intervalo de [-5, 2], lo que significa que si el valor es mayor el modelo tiene
un alto grado de confianza. También este servidor hace entrega de la estructura
secundaria y de una grafica por modelo donde se puede observar el nimero de

residuos y la distancia estimada que existe entre cada residuo.
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Figura 7. Diagrama de flujo para el modelado tridimensional por AB-Initio.



En la figura 7 se muestra el diagrama de flujo de los pasos a realizar para la

obtencion del modelo tridimensional a partir de la secuencia de aminoacidos por

medio del modelado AB-Initio.

Método prediccion 2D JPREDA4.

Mediante la interfaz web se envia la secuencia de aminoéacidos en formato FASTA

al servidor web JPRED4. Posteriormente se procede a validar la finalizaciéon de la

creacion de los resultados para asi obtener los datos de la estructura secundaria

de la proteina objetivo. Si los datos son obtenidos, estos se envian a la interfaz

web para su respectiva visualizacion. Este modelo entrega como resultado la

secuencia objetiva y diferentes anotaciones como son:

Lupas_21, Lupas_14, Lupas_28: son predicciones en espiral de la
secuencia. Estos son predicciones binarias para cada ubicacion.
JNETSOL25, JNETSOL5, JNETSOLO: Son predicciones solventes de
accesibilidad - predicciones binarias de 25%, 5% o 0% de solvente de
accesibilidad.

JNetPRED Es la prediccién de consenso, donde la prediccion de consenso
se calcula mediante la prediccién de cada método, cada posicion y se toma
el estado mas popular. — las hélices estdn marcados como tubos rojos y las
hojas como flechas de color verde oscuro, este es el resultado que se toma
como resultado final del servidor.

JNetCONF Es la estimacion de la confianza para la prediccion. Los valores
altos significan una alta confianza.

JNetHMM prediccion basada en los modelos ocultos de Markov (HMM).
Este modelo se visualiza como una maquina de estados finitos, donde
genera una secuencia de proteina de aminoacidos a medida que avanza a
traves de una serie de estados. Cada estado tiene una mesa de
probabilidades de emision de aminoacidos similares a los descritos en un

modelo de perfil. También hay probabilidades de transicion para pasar de



un estado a otro. [18] - hélices estdn marcados como tubos rojos y hojas
como flechas de color verde oscuro.

JNETPSSM prediccion basada PSSM. Un PSSM, o matriz de posicion
especifica de puntuacién, es un tipo de matriz de puntuacion utilizado en
blusquedas en la que las puntuaciones de sustitucion de amino4cidos se
dan por separado para cada posicidon en una alineacion de proteinas en
multiples secuencias. [19] - hélices estan marcados como tubos rojos y
hojas como flechas de color verde oscuro.

JNETJURY A '*' en esta anotacion indica que el INETJURY se invoco para

racionalizar significativamente diferentes predicciones primarias.

En la figura 8 se observa el diagrama de flujo de los pasos a realizar para la

obtencion del modelo secundario a partir de la secuencia de aminoacidos por
medio del modelado JPREDA4.
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Figura 8. Diagrama de flujo para el modelado secundario por JPREDA4.



5. ANALISIS Y RESULTADOS.

En este capitulo se describirdn y analizaran los resultados obtenidos una vez

seguida la metodologia del capitulo anterior.

Una vez almacenado y configurado el aplicativo web sobre un servidor local

Windows, en este caso un computador marca HP con 4GB de memoria RAM,

500GB de disco duro, procesador Intel Core i7 de 2.13GHz y con sistema

operativo Windows 7 Home Premium Service Pack 1 de 64 bit se procede a

inicializar el servidor.

XAMPP, seleccionando los médulos de APACHE y MySQL.

Para su correcto funcionamiento se inicia el aplicativo

XAMPP ContolPanel 32

Modules

Service Module  PID(s) Ports)  Actions

A

Apache | St | Admin
WL s | Ao [ coig || Lags | | B
FleZla st | Admin [ Cofg ][ Logs | | B 5enices |
Mercuy | St | Admin | Corig || Logs |
Tomcat | St | Admin

‘Conﬁg H Logs |
A

Modules
Senvice

XAMPP Cortrol Panel v3.2.1
Hodule Ports)  Actons
Apache 040 | Swp || Admn | Corig || Logs |
S0 (S| [pamn | [conig | Logs | | oo |
FieZlls [ st | Admin [ oty ][ Logs | | B Senices |
Merury [ sat | onn | cog || o | [“grp |
Tomcat

| Start ‘ Admin |Conﬁg H Logs ‘ m

09:46:05 8. m. [flezil3] Attempting to start FileZlia app...
09:16:06 . m. [flezilla) Status change detected: running
09:03:34 3. m. [flezill2) Attempting to stop FileZilla app...
09:03:35 2 m. [mysql) Attempting to stop MySQL (PID: 340)
09:03:36 2. m. [mysql] Status change detected: stopped
09:03:36 8. m. [Apache]
09:03:36 3. m. [Apache]
09:03:37 &. m. [flezil3] Status change detected: stopped
09:03:36 3. m. [Apache] Status change detected: stopped

Attempting to stap Apache [PID: 2412)
Attempting to stop Apache (PID: 1472)

09:03:36 8. m. [mysq] S
030336 3. m. [Apache]
09:03:36 3. m. [Apache]

03:04:22 3. m. [mysql]

fatus change detected: stopped
Attempting to stop Apache (PID: 2412)
Attempting to stop Apache (PID: 1472)

09:03:37 a. m. [flezilla] Status change detected: stopped
09:03:38 3. m. [Apache]
09:04:17 a. m. [Apache]
09:04:18 3. m. [Apache]
09:04:21 8. m. [mysql) Attempting to start MySQL app...
| Status change detected: running

Status change detected: stopped
Attempting to start Apache app...
Status change detected: running

Figura 9. Ejecucion XAMPP.

Al dar inicio a los modulos antes mencionados del XAMPP, se procede a dirigirse

a un navegador Web para la ejecucion del aplicativo web. Para su ejecucion se

abre la ubicacion donde estan almacenados todos los algoritmos realizados para




la prediccion, esta ubicacion puede estar determinada por una url local o un
dominio. Como en este caso el aplicativo se encuentra almacenado en un
computador portatil, el cual sirve como servidor local la direccion de URL es
http://localhost/predictorestructuras/web/

PREDICTOR DE ESTRUCTURAS

Ingresa la secuencia de aminoacidos en codigo FASTA para realizar el analisis sobre la prediccion de su estructura secundaria y tercieria

Figura 10. Inicio del Aplicativo WEB

Al ingresar al aplicativo se procede a insertar la secuencia de aminoacidos en
formato FASTA. También se selecciona que tipo de modelo para la prediccion de
proteinas se desea realizar (Homologia, Ab-Initio, Estructura Secundaria).
Después de realizado lo anterior se procede a hacer click sobre el botén Predecir,
de esta forma se inicia la ejecucion de los diferentes algoritmos necesarios para la

prediccién seleccionada.

5.1. Pruebas.

5.1.1. Primera Prueba

Para la primera prueba se utilizd la secuencia de aminoacidos de la proteina
Polifenoloxidasa del lulo la cual se encuentra en su formato FASTA. Esta
secuencia fue obtenida con ayuda del centro de biologia molecular (Cenbiotep), el

cual pertenece a la Universidad Tecnoldgica de Pereira. Se utiliza esta secuencia



de proteina debido al interés del centro de biologia molecular en la misma y la
poca informacion que existe sobre dicha proteina, esto es debido a que el lulo
solo es importante en la zona andina y no se le ha dado mucha relevancia al
mejoramiento de defectos en la fruta por medio de la modificacion genética. Con
esta aplicacion se busca ayudar en la obtencion de informacion para eliminar el
pardeamiento de la fruta, ademas de brindar una herramienta que pueda predecir

cualquier estructura de proteina.

LGSTSKPSOLFHHGKRNKTFKVSCKVTNNNGDQNONGVDRRNVLLGLGGMYGVANAIPSASSATPAPPPDLSA
CRKANLLVVCLICFANPVSVCILGLASVCTHPSVNSTPILGSI-
PISINETWRERVHTMLLCASLTASMEGWNKIPLFTKFPSS-
LTKLRIRQPAHAADEECIAKYNLAISGMKDLDKTEPSNPYWAFKQOQANIHCAYCNGAYAIG-QSVTSH-
LMAFLPCSIHRWYLSTRESLGYKSSTDPTFALPYWNWDHPKGMRMPPMFDREGTALYDESERNPNR-
SVNGNRYMDLGSIRRPSPNNLEIQLMSNN-L-VPSNGN-
CTVNGTMLHVLGCLOVARLMFSGITLEAPGTIERPSHTVSHTHLGLVQSRGYNS-P-W-
NGHTVRDMGHFYSAGLGPRIFFCHHGNVDRMWSEWKRESGGKRRDLHKDWLNSEFFFYD-
ROKPLPCESPRLFGHQEDGVSITHQCQHRGVTSSOKORPOLKOQEAKATAGKVNASSLPPASKVFPLAKLDKAISF
SINRPASSRSQQEKNEQEEMLTFSDIKYDNREYIRFDVFLNVDKNVNADELDKAEFAGSYTSLPHVHRAGDNNH
VATATLRLAVTELLEDIALEYENTIAVTLVPKKDGEGISIGGVEITLADC-L

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo en
formato FASTA.

Obtenida la secuencia esta se inserta en el campo donde la aplicacion la requiere
y se procede a seleccionar que tipo de prediccion se desea realizar. En este caso
se seleccionaron las tres opciones (HOMOLOGIA 3D, AB INITIO 3D, JPRED 2D)
para obtener los resultados de esta secuencia en los tres modelos diferentes. Se
procedio a dar click sobre el boton predecir para la obtencion de los resultados. El
tiempo para la obtencién de estos resultados puede llegar a ser muy variable, esto
depende en muchos casos del tamafio de la secuencia de aminoacidos insertada,
también se debe tener en cuenta que los servidores a los que se tiene acceso
pueden llegar a tener colas de espera, lo cual hace que el tiempo de respuesta

sea mucho mayor. Por lo tanto no se tienen tiempos de respuestas determinados.



Modelado por Homologia.

Después de la espera de alrededor de 5 minutos se obtuvieron los resultados de la
secuencia de aminoacidos por medio de este modelado. Los resultados obtenidos
por medio de este modelado se dividen en tres partes importantes, como lo son:
PSIBLAST, CLUSTAL-OMEGA y SWISS-MODEL.

El servidor web PSIBLAST, arroj6 como resultados la secuencia mas cercana

obtenida con respecto a la secuencia insertada.

HOMOLOGIA © ~

Secuencia Objetivo

LGST SKPS QLFH HGKR NKTF KVSC KVTN NNGD QNQN GVDR RNVL LGLG GMYG VANA IPSA SSAT PAPP PDLS ACRK ANLL WCL ICFA NPVS VCIL GLAS
VCTH PSVN STPI LGSI PIS INET WRER VHTM LLCA SLTA SMEG WNKI PLFT KFPS S LT KLRI RQPA HAAD EECI AKYN LAIS GMKD LDKT EPSN PYWA FKQQ
ANIH CAYC NGAY AIG QSVT SH L MAFL PCSI HRWY LSTR ESLG YKSS TDPT FALP YWNW DHPK GMRM PPMF DREG TALY DESE RNPN R SV NGNR YMOL
GSIR RPSP NNLE QLM SNN L VP SNGN CTV NGTM LHVL GCLQ VARL MFSG ITLE APGT IERP SHTV SHTH LGLV QSRG YNS P W NGHT VRDM GHFY SAGL
GPRI FFCH HGNV DRMW SEWK RESG GKRR DLHK DWLN SEFF FYD RQKP LPCE SPRL FGHQ EDGV SITH QCQH RGVT SSQK QRPQ LKQE AKAT AGKY
NASS LPPA SKVF PLAK LDKA ISFS INRP ASSR SQQE KNEQ EEML TFSD IKYD NREY IRFD VFLN VOKN VNAD ELDK AEFA GSYT SLPH VHRA GDNN HVAT
ATLR LAVT ELLE DIAL EYEN TIAV TLVP KKDG EGIS IGGYV EITLADC L

Secuencia mas Cercana

MASLSNSSIQ PFTSLGSTPK PSQLFLHGKR KQTFKVECKY SNNNGDQNQN EVEKNSVORRNVLLGLGGMY GAANFAPLAA SAAPTPPPDL SSCSIAKITE
TEEVSYSCCA PTPODLNKIPYYKFPSMTKL RIRQPAHAAD EEYIAKYNLA ISRMKHLDTT EPLNPIGFKQ QANIHCAYCNGAYKIGDKVL QVHNSWLFFP FHRWYLYFYE
RILGSIIDDP TFALPYWNWD HPKGMRMPAMFDREGTALYD QVRNQSHRNG RVMDLGSF GD EVQTTELQLM SNNLTLMYRQ WYYAPCPRMFLARLTFLGIT
LKPQEPLKSS LTVLSTFGLY QCQVQPCLNG RTSHGENMGH FYSAGLOPVFFCHHSNVDRM WSEWKAIGGK RRDISHKDWL NSEFFFYDEN GDPFRVKVRD
CLOTKKMGYDYAPMPTPWRN FKPITKASVG KVDTSSLPPY SQVFPLAKLD KAISFSINRP ASSRTQOEKNEQEEMLTFNN IKYDNRNYVR FOVFLNVDSN
VNADELDKAE FAGSYTNLPH VHRVGENTDHVATATLQLAI TELLEDIGLE DEDTIAVTLY PKRGGEGISI EGATISLADC

Figura 12. Secuencia objetivo, secuencia méas cercana a la secuencia

objetivo.

Otros resultados de suma importancia para el entendimiento de la proteina
arrojados por el PSIBLAST son el alineamiento entre la secuencia insertada y la
secuencia mas cercana. Este alineamiento es de gran importancia, debido a que
se puede visualizar que zonas son idénticas o tienen similitud. Por ultimo este

servidor da como resultado una tabla de secuencias de proteinas mas cercanas.



En esta tabla se muestra el nombre de las secuencias, el puntaje maximo de

similitud con la secuencia objetivo, entre otros datos importantes.

Alineamiento con secuencia mas cercana

Query 1 LGSTSKPSQLFHHGKRNKTFKVSCKVTNMNNGDQNQMN- —--- GVDRRNVLLGLGGMYGVAN 55
LGST KPSQLF HGKR TFKVSCKV NMNGDQMNQMN VDRRNVLLGLGGMYG AN
Sbjct 15 LGSTPKPSQLFLHGKRKQTFKVSCKVSNMNNGDQNQNEVEKNSVDRRNVLLGLGGMYGAAN 74

Query 56 AIPSASSATPAPPPDLSACRKANLLVWCLICFANPVSVCILGLASVCTHPSVNSTPILGS 115
P A SA P PPPDLS C A G P TP
Sbjct 75 FAPLAASAAPTPPPDLSSCSIAKITETEEVSYS----——-------- CEAP=——=JP-==- A13

Query 116 IPISINETWRERVHTMLLCASLTASMEGWNKIPLFTKFPSSLTKLRIRQPAHAADEECIA 175
MKIP  KFPS TKLRIRQPAHAADEE IA
Shjct 114 —-SiosshnIoIiusTiosoundosz DDLNKIPYY-KFPS-MTKLRIRQPAHAADEEYIA 145

Query 176 KYNLAISGMKDLDKTEPSNPYLMNAFKQQANIHCAYCNGAYAIGQSVTSHLMAFLPCSIHRW 235
KYNLAIS MK LD TEP NP FKQQRANIHCAYCNGAY IG V L HRW
Sbjct 146 KYNLAISRMKHLDTTEPLMPI-GFKQQANIHCAYCMNGAYKIGDKVLQVHNSWLFFPFHRIW 204

Query 236 YLSTRESLGYKSSTDPTFALPYUNWDHPKGMRMPPMFDREGTALYDESERNPNRSVMNGHNR 295
YL E DPTFALPYUWNWDHPKGMRMP MFDREGTALYD NS R
Sbjct 285 YLYFYERILGSIIDDPTFALPYWMWDHPKGMRMPAMFDREGTALYDQVR---NQSHRNGR 261

Query 296 YMDLGSIRRPSPNNLEIQLMSMNLVPSNGNCTVNGTMLHVLGC--LOVARLMFSGITLEA 353
MDLGS E QLMSNNL T: C ARL F GITL
Sbjct 262 VMDLGSFGD-EVQTTELQLMSMNNL------- TLMYRQWYYAPCPRMFLARLTFLGITLK- 312

Query 354 PGTIERPSHTVSHTHLGLVQSRGYNSPWNGHTV--RDMGHFYSAGLGPRIFFCHHGNVDR 411
P STV T GLVQ NG T MGHFYSAGL P FFCHH NVDR
Sbjct 313 PQEPLKSSLTVLST-FGLVQCQ-VQPCLNGRTSHGENMGHFYSAGLDP-VFFCHHSNVDR 369

Query 412 HMWSEWKRESGGKRRDL-HKDWLNSEFFFYD------ RQKPLPCESPRLFGHQEDGVSITH 464
MUSEWK GGKRRD HKDWLNSEFFFYD R K C G
Sbjct 378 MUSEWK-AIGGKRRDISHKDLLNSEFFFYDENGDPFRVKVRDCLDTKKMGYDYAPMPTPW 428

Query 465 QCQHRGVTSSQKQRPQLKQEAKATAGKVMASSLPPASKVFPLAKLDKAISFSINRPASSR 524
K KA GKV SSLPP S VFPLAKLDKAISFSINRPASSR
Sbjct 429" R---—--=---—---- NFKPITKASVGKVDTSSLPPVSQVFPLAKLDKAISFSINRPASSR 474

Query 525 SQQEKNEQEEMLTFSDIKYDNREYIRFDVFLNVDKNVNADELDKAEFAGSYTSLPHVHRA 584
QQEKNEQEEMLTF IKYDNR Y RFDVFLNVD NVNADELDKAEFAGSYT LPHVHR
Sbjct 475 TQQEKNEQEEMLTFNNIKYDNRNYVRFDVFLNVDSNVNADELDKAEFAGSYTNLPHVHRY 534

Query 585 GDN-NHVATATLRLAVTELLEDIALEYENTIAVTLVPKKDGEGISIGGVEITLADC 639

G N HVATATL LA TELLEDI LE E TIAVTLVPKK GEGISI G I LADC
Sbjct 535 GENTDHVATATLQLAITELLEDIGLEDEDTIAVTLVPKKGGEGISIEGATISLADC 59

Figura 13. Alineamiento entre secuencia objetivo-secuencia mas cercana.



Tabla de proteinas cercanas

Descripcion Puntaje Puntaje Query Valor Identidad Accession (+]
Maximo Total Cover E
polyphenol oxidase [Solanum melongena) 617 617 99% 0.0 58% ACRB1398.1
chioroplast polyphenol oxidase [Solanum melongena] G16 616 99% 0.0 58% AFJ79640.1
chioroplast polyphenol oxidase [Solanum melongena] 615 615 99% 0.0 57% AFJT79641.1
chloroplast polyphenol oxidase [Solanum melongena) G613 613 99% 0.0 57% AFJT79643.1
chioroplast polyphenol oxidase precursor [Solanum melongena] 613 613 99% 0.0 56% ADGS56700.1
chloroplast polyphenol oxidase [Solanum melongena] 613 613 99% 0.0 57% AFJ79639.1
polyphenol oxidase [Solanum tuberosum] 607 607 99% 0.0 S57% AAABS122.1
PREDICTED: polyphenol oxidase B, chloroplastic [Solanum 605 605 99% 0.0 56% AP_004246032.1
Iycopersicum]
chloroplast polyphenol oxidase precursor [Solanum melongena] 592 592 99% 0.0 55% ACT22523.1
PREDICTED: polyphenol exidase B, chloroplastic-like [Solanum 590 590 99% 0.0 57% XP_006365382.1

tuberosum]

Figura 14. Tabla de proteinas mas cercanas.
En la figura 14 se observan las 10 secuencias mas cercanas a la secuencia
objetivo. Si se desea aumentar la visualizacion de secuencias en la tabla, se debe
proceder a hacer click sobre el icono que se encuentra en la parte superior
derecha de la tabla, el cual tiene una forma redonda y un signo “+”. Al hacer click
sobre este icono se obtendran las 100 secuencias mas cercanas. También se
puede observar en esta figura el valor de identidad de cada secuencia de
aminoacidos con respecto a la secuencia objetivo, con esta secuencia este valor
es un poco bajo, esto se debe a la informacion inexistente acerca del lulo. En este
caso la secuencia mas cercana obtenida con mas alto valor de puntaje es de la
polifenoloxidasa de la Solanum melongena o mas conocida como la berenjena. Es
importante destacar que el valor de identidad solo define el porcentaje de
aminoacidos que contiene la secuencia homologa con respecto a la secuencia
objetivo. Para determinar la mejor prediccién lo que realmente importa es el
puntaje maximo siendo este quien define la mejor secuencia a utilizar, pues la
homologia no solo se da por la similitud de caracteres sino también por otros

factores como la distancia entre residuos.



Continuando con el proceso, el servidor CLUSTAL OMEGA entrega como
resultado el alineamiento para su posterior utilizacion en el servidor SWISS-
MODEL. En la figura 15 se muestra el alineamiento. Para este caso hay cuatro
tipos de simbolos que puede arrojar el alineamiento:

e * - indica las posiciones que contienen un anico residuo totalmente

conservado.

: - indica que los residuos comparten propiedades fuertemente similares.

. —indica que los residuos compartes propiedades débilmente similares.

- Indican que los residuos no comparten ninguna propiedad.



Alineamiento con clustal

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment
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Figura 15. Alineamiento con CLUSTAL-OMEGA



Para terminar con el modelado por homologia, se obtuvo la respuesta del servidor
SWISS-MODEL, el cual entrega como resultados el estimado de calidad local
gue es una propiedad de alineacion de la secuencia objetivo, lo que esto indica es
que a cada residuo se le asigna una puntuacion de fiabilidad entre 0 y 1 el cual
describe la similitud esperada para la secuencia objetivo [20], set de referencia el
cual es una estimacion de calidad de un modelo comparandolo con secuencias
que tengan conocidas su estructura por medio de la cristalografia de rayos x [21],
modelo construido y el porcentaje de acierto del modelo construido. Para
este alineamiento entre las secuencias de aminoacidos este servidor entregd 3

modelos construidos.

Estimado de calidad local Set de referencia Modelo construido

Local Quatty Bxtemate Comparison with Non redundant Set of POS Structures.

1o o S 42
"rﬂ'r"? b \l,.'n-f I'ﬂ

Prvctid Loca Semiacty 19 Torget

Wormakond GUEAM ore

- o

D YU ) » W e L
Pan e N et Sare (Revad o)

Porcentaje de acierto del modelo construido:39.81%

[® Descargar modelo

Figura 16. Modelo tridimensional N°1 de la secuencia de aminoacidos de la

polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 17. Modelo tridimensional N°1 estimado de calidad local de la

secuencia de aminoéacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Figura 18. Modelo tridimensional N°1 set de referencia de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



Figura 19. Modelo tridimensional N°1 modelo construido de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 20. Modelo tridimensional N°2 de la secuencia de aminoacidos de la

polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 21. Modelo tridimensional N°2 estimado de calidad local de la

secuencia de aminoéacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 22. Modelo tridimensional N°2 set de referencia de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



Figura 23. Modelo tridimensional N°2 modelo construido de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 24. Modelo tridimensional N°3 de la secuencia de aminoacidos de la

polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 25. Modelo tridimensional N°3 estimado de calidad local de la

secuencia de aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 26. Modelo tridimensional N°3 set de referencia de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



Figura 27. Modelo tridimensional N°3 modelo construido de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
Como se puede observar en los tres modelos tridimensionales construidos a partir
de su alineamiento, se puede concluir que los modelos obtenidos tienen un bajo
porcentaje de acierto, el maximo porcentaje de acierto entregado por este servidor
es del 39.81%, esto se debe a como la secuencia objetivo es decir la secuencia de
la proteina polifenoloxidasa del lulo no tiene una secuencia con altos indices de
homologia ademés de que la informacién de esta es casi nula, por lo tanto el
servidor ejecuta el algoritmo de modelado con la secuencia con mas alta
homogeneidad posible aunque esta cuente con una secuencia significantemente

diferente. Por esta razon el porcentaje de acierto es bajo.

La aplicacion de prediccion de proteinas cuenta con un botén llamado descargar
modelo, este botdn lo que permite es ejecutar la descarga del modelo construido.
Este modelo se descarga en formato .pdb. Esto se realizé con el fin de la
utilizacion de este modelo tridimensional en aplicativos como JMOL para su

posterior estudio. El aplicativo permite una mayor interaccion, desplazamientos en



3D, entre otros diferentes intereses para el area de la Bioinformatica tales como

observar los ligamentos de hidrogeno.

Figura 28. Modelo tridimensional N°1 en JMOL de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
Modelado AB-Initio.
La obtencién de la respuesta del servidor que realiza este modelado, se puede
llegar a demorar dependiendo de la cola de trabajos pendientes que existan en

este servidor. Los tiempos de respuesta son demasiados variables.

Este tipo de modelado entrega como resultado los modelos mas cercanos con su
respectivo C-score. También este servidor hace entrega de la estructura
secundaria y la grafica donde se puede observar el numero de residuos y la
distancia estimada. Con la estructura secundaria se puede visualizar cuando un
residuo presenta la caracteristica de ser una Hélice (H), Hebra(S) o Espiral(C). En
cuanto a la grafica obtenida se visualiza, que el valor medio obtenido es muy alto,
por esta razon el modelo tridimensional construido a partir de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo tiende a dar valores de confianza o C-

score muy altos.



ABINITIO ©

Estructura secundaria

20 40 60 £0 109
| | | I [
Sequence LGSTSKPSQLFHHGKRNKTFKVSCKVTNNNGOQNQUGVDRRANVLLGLGGMYGVANATPSASSATPAPPPOLSACRKANLLWCLICFANPVSVCILGLASVCTHPSY
PredictionCCCCCCCCCCCCCCCCCCCSSSSSSCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHRHERHRRHCCCCCCCCCCCCCccccceececceccecceccecceecceccecceccecce
Conf.Scored9777886666677778970367766888887676765367753234577776513772101476689974234565556666666557665676556666666666
H:Heldx; SiStrand; C:Cofl

Figura 29. Estructura secundaria obtenido con I-TASSER de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 30. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 de la secuencia de
aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 31. Modelo tridimensional I-Tasser N°2 de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



MODELO 3

Estinated Distance —— Helix = Strand = Coil

Estinated Accuracy (in Angstron)
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[®) Descargar modelo

Figura 32. Modelo tridimensional I-Tasser N°3 de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 33. Modelo tridimensional I-Tasser N°4 de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.
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Figura 34. Modelo tridimensional I-Tasser N°5 de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.



Observando las figuras anteriores se puede concluir que el modelo con mas indice
de confianza en la prediccion o con mas alto C-score es el modelo numero 1. En
este se visualiza que los valores de distancia estimada entre los aminoacidos no
son tan variables como se observa en los demas modelos tridimensionales y su
valor medio que se encuentra en aproximadamente 6 angstrom es bueno, esto se
debe a que entre menor sea el valor medio de la distancia entre residuos la
prediccion es mucho mejor, también esto se debe en que la distancia entre
aminoacidos de una proteina descubierta se encuentra alrededor entre 2.5 Ay 3.5
A?. Igual que en el modelado por homologia, en este modelo también se tiene un
botébn para descargar el modelo el cual suple la misma necesidad antes
mencionada. En la siguiente figura se visualizara el modelo tridimensional N°1

realizado por I-Tasser en la herramienta JMOL desde un punto de vista diferente.

Aunque la principal funcionalidad del servidor I-Tasser radica en la obtencion de
las estructuras terciarias de una proteina también se cuenta con la estructura
secundaria como un dato fundamental para el analisis y estudio de la proteina

objetivo.

2 http://www.biorom.uma.es/contenido/av_bma/apuntes/t5/t5.htm.



Figura 35. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 con JMOL de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

Modelado 2D JPREDA.

Con este modelado se obtiene la estructura 2D a partir una secuencia de
aminoacidos, con el motivo de conocer la composicion que cada residuo cumple
sobre una secuencia. En este caso este servidor web entrega como respuesta lo

gue se observa en la figura 36.
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Figura 36. Modelo estructura secundaria JPRED4 de la secuencia de

aminoacidos de la polifenoloxidasa del lulo.

En la figura anterior solo se puede observar una parte de la secuencia objetivo
debido a la cantidad de aminoacidos que contiene. En esta imagen se observa
alrededor de solo 90 aminoacidos. En este segmento se observa que la
caracteristica JNETCONF, la cual muestra que la estimacién de confianza en la
prediccidn realizada es relativamente muy buena ya que mantiene una confianza
de alrededor del 70%.

En las figura 12, 29 y 36 se observan un signo de pregunta y un icono
desplegable alrededor cada titulo del modelo. El signo de pregunta es utilizado
para dar informacion acerca de los servidores utilizados en la prediccion de este
modelo, mientras el icono desplegable permite ocultar las secciones homologia,

ab initio y jpred.



Validacion de resultados.

Con el fin de tener una referencia en cuanto al acierto de los resultados arrojados
por la aplicacion desarrollada se procede a validar los mismos con la informacion
existente en la base de datos del national center of bio informatics (NCBI) y del
protein data bank (PDB) comparando los mismos con los datos de una estructura
determinada en laboratorio, sin embargo siendo inexistente una estructura
terciaria conocida para la proteina polifenoloxidasa del lulo es imposible tener
datos de comparacién para la misma, por esta razén se realiz6 una segunda
prueba con el objetivo de tomar una de las proteinas mas conocidas a nivel
mundial como lo es la hemoglobina especificamente una porcion de la misma

presente en los humanos la proteina hemoglobin beta, partial [Homo sapiens].

5.1.2. Segunda Prueba.

Para esta prueba se utiliza la secuencia de aminoacidos de la proteina hemoglobin
beta, partial [Homo sapiens], esta secuencia se obtuvo de la NCBI en su formato
FASTA. Esta secuencia es solo una parte pequefia de la proteina Hemoglobina.
Se utilizé esta secuencia de aminoacidos para observar el funcionamiento de los
diferentes servidores utilizados en la aplicacién web con una secuencia con mas

informacion presente en la web con respecto a la secuencia anterior.

»gi|418178713 |gb|AFVE3187.1| hemoglobin beta, partial [Homo sapiens]
MWVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG

Figura 37. Secuencia de aminoacidos de la hemoglobina beta en formato
FASTA.

Se inserto la secuencia de aminoacidos en el campo que la requiere como se
muestra en la figura 38, posteriormente se seleccionaron las tres opciones de
prediccién para predecir este secuencia. Finalmente se hizo click en el botén

predecir para la obtencién de los resultados.



PREDICTOR DE ESTRUCTURAS

Ingresa la secuencia de aminoacidos en codigo FASTA para realizar €l analisis sobre la prediccion de su estructura secundaria o tercieria O

MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG

¥ Homologia ) Abinitio ¥ Estructura Secundaria psiPred

Figura 38. Insercion de la secuencia y seleccion de los métodos a utilizar en

el aplicativo.

Al tener disponible esta secuencia para su utilizaciébn en el aplicativo web, se
procede a observar los resultados arrojados que se obtuvieron por medio de los
diferentes tipos de modelado presentes en la aplicacion. También esta secuencia
al tener alrededor de 30 aminoéacidos presenta tiempos de respuesta relativamente
cortos con respecto a la prueba anterior, se paso de esperar alrededor 20 minutos
para la prueba anterior, a esperar tan solo 8 minutos para esta prueba.

Modelado por Homologia.
Los resultados obtenidos por medio del aplicativo web PSIBLAST se pueden
observar en las siguientes figuras, posteriormente se explicaran los resultados que

se obtuvieron.

HOMOLOGIA @

Secuencia Objetivo
MVHL TPEE KSAV TALW GKVN VDEV GGEA LG

Secuencia mas Cercana
MVHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG

Figura 39. Secuencia objetivo, secuencia mas cercana a la secuencia

objetivo.



Tabla de proteinas cercanas

Descripcion Puntaje Maximo Puntaje Total Query Cover ValerE Identidad Accession O
mutant beta-globin [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 2e-23 100% AAG46182.1
beta globin variant [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 2e-23 100% AAP44006.1
hemoglobin beta [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 3e-23 100% AFR11469.1
beta-globin thalassemia [Homo sapiens) 96.9 96.9 100% 4e-23 100% AAA16335.1
beta-globin [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 4e-23 100% AAABB069.1
truncated beta globin [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 5e-23 100% ACF16769.1
beta globin [Homo sapiens) 96.9 96.9 100% 6e-23 100% ACZ67952.1
beta globin [Homo sapiens] 96.9 96.9 100% 6e-23 100% AABG0348.1
beta globin [Homo sapiens) 96.9 96.9 100% 2e-22 100% AACS7372.1
hemoglobin beta chain [Homo sapiens) 96.9 96.9 100% 2e-22 100% ADWT9453.1

Figura 40. Tabla de proteinas mas cercanas.

La figura 40 contiene las 10 secuencias cercanas a la secuencia objetivo. Si se
desea aumentar la visualizacion de secuencias en la tabla, se debe proceder a
hacer click sobre el icono que se encuentra en la parte superior derecha de la
tabla, el cual tiene una forma redonda y un signo “+”. Al hacer click sobre icono se
obtendrén las 100 secuencias mas cercanas. También se observa en esta figura el
valor de identidad de cada secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia
objetivo. En comparaciéon con la secuencia de la prueba anterior, se puede
visualizar que el valor de identidad es el maximo permitido, esto se debe a que la
secuencia de aminoacidos utilizados en la prueba 2 pertenece a una proteina ya
conocida por lo cual la prediccion debe ser del 100%, esto lo evaluaremos en la

validacion de resultados.

A continuacion se observa el alineamiento entre la secuencia objetivo y la
secuencia mas cercana, como la secuencia objetivo y la mas cercana tienen una
similitud del 100%, el resultado del alineamiento con el servidor CLUSTAL-
OMEGA indica que todas las posiciones contienen un anico residuo totalmente

conservado.



Alineamiento con clustal

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

B8l MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG
_Ba2 MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG

HHEBEREEER R EETIRRRRBTETRR AR T RS

Figura 41. Alineamiento con CLUSTAL-OMEGA.

Para finalizar con el modelado por homologia, el aplicativo inserta el resultado de
la figura 42 en el servidor SWISS-MODEL, el cual entrega como resultado el
estimado de calidad local, set de referencia, modelo construido y el porcentaje de
acierto del modelo construido. Para este alineamiento entre las secuencias de
aminodcidos este servidor entrego solo un modelo construido.

Modelos generados

Estimado de calidad local Set de referencia Modelo construido

Local Qualty Estimate Comparison with Non-redundant Set of POS Structures

Porcentaje de acierto del modelo construido:100.00%

[ Descargar modelo

Figura 42. Modelo tridimensional SWISS-MODEL de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.



Figura 43. Modelo tridimensional SWISS-MODEL, modelo construido de la

secuencia de aminoacidos de la hemoglobina beta.

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

1.0

0.5

0.0

Normalized QMEAN4 Score

|Z-score|>2
s 1<|Z-score|<2
e |Z-score|<1
% model

0 100 200 300 300 500 600
Protein Size (Residues)

Figura 44. Modelo tridimensional SWISS-MODEL set de referencia de la

secuencia de aminoacidos de la hemoglobina beta.



Local Quality Estimate
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Figura 45. Modelo tridimensional SWISS-MODEL, estimado de calidad local

de la secuencia de aminoé&cidos de la hemoglobina beta.

Como se observa en el modelo tridimensional construido a partir de su
alineamiento, se concluye que el porcentaje de acierto es del 100%, este
porcentaje es alto debido a la alta informacién que se conoce acerca de esta
secuencia de aminoacidos. También se observa que el estimado de calidad local
no sufre demasiada variabilidad como en los modelos tridimensionales del SWISS-
MODEL en la prueba anterior.

Al descargar el modelo tridimensional dando click sobre el botén y utilizando el

aplicativo JMOL se puede observar este modelo en diferentes desplazamientos.



Figura 46. Modelo tridimensional SWISS-MODEL en JMOL de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.

Modelado AB-Initio.

Para la obtencion de los resultados por medio del servidor web I-TASSER, el
tiempo de respuesta fue de alrededor de tan solo 5 minutos, esto es debido a su
poca cantidad de aminoacidos, que para esta secuencia es de tan solo de 30
caracteres, sin embargo en algunas ocasiones debido a la cola de espera puede
tomar mucho més tiempo. En la figura 47 se visualiza la estructura secundaria de
la cual se puede concluir que esta secuencia solo contiene dos hélices y tres
enlaces. Por lo tanto se puede concluir que el modelo tridimensional como se
muestra en la figura 46 si es el correcto debido a que este presenta las mismas
caracteristicas que son dos hélices las cuales se encuentran en color morado y

tres enlaces que son los de color blanco y azul.



ABINITIO @

Estructura secundaria

20

I
Sequence MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG

PredictionCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCHHHCCCCCCC
Conf.Score974778999999988735767540651139
H:Helix; S:Strand; C:Coil
Figura 47. Estructura secundaria obtenido con I-TASSER de la secuencia de

aminoé&cidos de la hemoglobina beta.

MODELO 1

Estinated Distance Helix Strand ® Coil
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[} Descargar modelo

Figura 48. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.



MODELO 2

Estinated Distance Helix =® Strand = Coil
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Figura 49. Modelo tridimensional I-Tasser N°2 de la secuencia de
aminoé&cidos de la hemoglobina beta.
MODELO 3
Estinated Distance Helix . Strand - Coil
€ 1 s v 5 wor saw erw sae ey
; = Rcsiiﬁduc Nunber = = =
C-score = -0.81
Figura 50. Modelo tridimensional I-Tasser N°3 de la secuencia de
aminoé&cidos de la hemoglobina beta.
MODELO 4

Residue Nunber

C-score = -0.28

[B) Descargar modelo

Figura 51. Modelo tridimensional I-Tasser N°4 de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.



MODELO 5

Estinated Distance Helix # Strand = Coil
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[B) Descargar modelo

Figura 52. Modelo tridimensional I-Tasser N°5 de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.

Observando los cinco modelos obtenidos por el método de Ab-Initio se concluye
que el modelo uno siempre sera el mas acertado y con mas alto indice de
confianza en la prediccion. Observando las figuras 30 y 48 se analiza que los
datos entregados en la prueba dos tienes mas altos indices de validez, esto se
puede ver reflejado en la distancia estimada, donde para la prueba 2 su
variabilidad es casi nula exceptuando algunos picos. También se puede observar
que el valor medio o la distancia entre residuos es mucho menor debido a que en
la primera prueba se tenia un distancia de seis angstrom mientras que en la
segunda prueba se obtuvo un distancia entre residuos de dos angstrom , lo cual

es beneficio para posteriores analisis bioldgicos.

Posteriormente de la obtencion de la respuesta por Ab-Initio, se descarga el
modelo tridimensional N°1 para su posterior visualizacion por medio del aplicativo

JMOL. Esta visualizacion la podemos observar en la figura 53.

25

30



Figura 53. Modelo tridimensional I-Tasser N°1 con JMOL de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.

Modelado 2D JPREDA.

Con este modelado se obtiene la estructura 2D a partir una secuencia de
aminodcidos, con el motivo de conocer la composicién que cada residuo cumple
sobre una secuencia. En este caso este servidor web entrega como respuesta lo

que se observa en la figura 54.



JPRED

Estructura secundaria JPRED

H:helix S:Strand - :indefinido

10 20
. ' ' ' .
jo_tvs2L18/1-30 MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG
Lupas 21 < ccccccc e e e e cccccnnn=
Lupas_14 @ = = =« o c o e e 2 e e 2 e e e e e e
Lupas_ 28 2 -« =« e e e e ettt ittt s s sttt tseeee
jnetpred
000737800000085401686102377778¢
JNETSOL25 ---B---B--BB--BB--B-B--BB--B--
JNETSOLS - -cccccec--n B--B-+--B--cceece-n--
JNETSOL0O - - - ccee-n B--scveeecececncnnc.n
dl‘\‘s-u‘i.,l.
JNETPSSM
JNETJURY

Figura 54. Modelo estructura secundaria JPRED4 de la secuencia de

aminoacidos de la hemoglobina beta.

En la figura anterior se visualiza la secuencia de aminoacidos completa en la parte
superior. En esta figura se observa que la caracteristica JNETHMM, la cual
muestra que tipo de residuo es una hélice o una hoja o es indefinido, se puede
observar que tiene una gran similitud con la figura 47. Esto se debe a que los dos
resultados tienen la misma cantidad de hélices y se encuentran entre los mismos
intervalos de residuos, sin embargo el resultado ponderado jnetpred presenta una
configuracion un poco diferente, esto se evaluara en la validacion de resultados.
También de la figura anterior se observa la caracteristica JNETCONF, la cual
muestra que la estimacion de confianza en la prediccion realizada es elativamente

muy buena ya que contiene una confianza del 62.3%.



Validacion de resultados.

Para validar los resultados obtenidos mediante la aplicacion realizada, se procede
a comparar los resultados obtenidos mediante su uso con los datos existentes en
las bases de datos del protein data bank (PDB) y del national center of bio

informatics (NCBI) para la secuencia de proteina de esta prueba.

Con el fin de evaluar la estructura utilizada en la prueba, determinada como
hemoglobin beta, partial [Homo sapiens] (proteina objetivo) se define la proteina
gue en su secuencia de aminoacidos presenta las mismas caracteristicas y que ha
sido evaluada experimentalmente. Debido a que la secuencia utilizada es una
fraccidon de la secuencia completa de la proteina de la hemoglobina, se comparan
los resultados con los datos de la secuencia de proteina determinada como deoxy
recombinant human hemoglobin (proteina de referencia) obtenida mediante
difraccién de rayos x que se encuentra en la base de datos PDB. Se evaluara
hasta el residuo 30 que consta de la misma secuencia determinada para esta

prueba.

En la figura 55 y 56 se puede observar el alineamiento que realiza el PDB de
acuerdo a la proteina objetivo y la secuencia de la proteina de referencia y el

alineamiento que realiza la base de datos del NCBI.

Alignment: Length: 30 E-value: 1.24103E-10 Score: 62.7734bits (151) Identities: 20/20 (100%) Positives: 30/30 (100%) Gaps: 0/20 (0%)

similar residuss Red sequenc ismatch Blus delstion

Figura 55. Alineamiento de la secuencia objetivo en el PDB.




beta-globin [Homo sapiens|
Sequence ID: gblAAPTAT54 1| Length: 30 Number of Matches: 1

B See 3 more title(s)

Range 1: 1 to 30 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

95.9 bits(221) 2e-23 30/30(100%) 30/30(100%) 0/30{0%)

Query 1  MVHLTPEEKSAVTALWGKVMVDEVGGEALG 38
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALG
Sbjct 1  MVHLTPEEKSAVTALWGKVMNVDEVGGEALG 38

Figura 56. Alineamiento de la secuencia objetivo en la NCBI.

Como se puede observar en las figuras anteriores la proteina objetivo y la proteina
de referencia son 100% idénticas del residuo 1 al residuo 30, por lo cual la
proteina de referencia presenta las caracteristicas adecuadas para validar los
resultados de esta prueba, ademas se puede observar que los datos de la
alineacion obtenida mediante el método de homologia por la aplicacion son

correctos de acuerdo a la alineacion proteina objetivo- proteina cercana.

Para la estructura secundaria de la proteina de referencia, el PDB arroja lo que se

muestra en la figura 57.
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Figura 57. Estructura secundaria de la proteina de referencia en el PDB.



Este resultado indica que la estructura secundaria obtenida de forma experimental
presenta el mismo comportamiento determinado por el servidor JPRED4 en su
caracteristica JNETPRED de la figura 54 hasta el residuo 30, esto indica un 100%
de acierto de la herramienta de prediccion de estructuras de proteinas con

respecto a los resultados presentes en la base de datos del PDB.

La figura 58 muestra el resultado obtenido desde la base de datos PDB para la

proteina de referencia en su estructura terciaria

Figura 58. Alineamiento de la secuencia objetivo en el PDB.

De acuerdo a la figura anterior se puede determinar que la estructura terciaria de
la proteina objetivo es idéntica a la estructura obtenida mediante los métodos de
homologia y ab initio. En la imagen se puede observar la cadena de 30

aminoacidos marcada en color rojo, de esta manera se puede concluir que los



resultados arrojados por la aplicacion desarrollada son correctos de acuerdo a la
prediccidon obtenida y los resultados en la base de datos PDB y NCBI.



. CONCLUSIONES.

Las pruebas pertinentes de funcionalidad y conectividad del aplicativo web
desarrollado fueron exitosas, evidenciando los resultados esperados en
cuanto a conexion con las bases de datos, servidores de predicciéon y
visualizacion de la informacion requerida.

Los resultados obtenidos por medio del aplicativo web con respecto a los
resultados entregados por bases de datos con informacién ya determinada
como la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y PDB (Protein Data Bank) fueron satisfactorios como
predicciones adecuadas.

Los métodos de prediccion de estructuras de proteinas presentan
resultados muy diversos de acuerdo al tipo de estructura de proteinas a
predecir.

Los porcentajes de acierto y puntajes de prediccion dependen de la
cantidad de informacién acerca de diferentes tipos de proteinas presentes
en las bases de datos de proteinas.

Los algoritmos de automatizacion y de control del web driving presentaron
tiempos de ejecucion muy cortos por lo cual el tiempo de prediccidon
depende en gran parte de la respuesta de los diferentes servidores de
prediccion.

Al almacenar la informacién generada por la prediccion de diferentes tipos
de proteinas en una base de datos se disminuyen considerablemente los
tiempos de respuesta de la aplicacidbn al predecir las proteinas ya
determinadas, ademas de facilitar la recopilacion de datos para su

posterior uso.
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