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CAPITULO |




En el area de las ciencias biomédicas el conjunto de conocimientos bioldgicos,
guimicos, estadisticos, computacionales y por supuesto médicos son la base para
la construccion de una serie de teorias e hipoétesis, que impactaran directamente en
lo que hasta ahora se conoce en la vida del ser humano y su entorno, desde lo que
consume en su alimentacion, hasta en un estado posible de enfermedad.

Para que se logren los avances en las ciencias biomédicas es necesario el uso de
tecnologias de la informacion en el area de la Ingenieria en Computacion,
especificamente, de las bases y redes de datos para el almacenamiento,
organizacion, compartimiento, gestion de la informacién asi como el tratamiento de
la misma para proporcionar una interpretacion de los datos generados por los
expertos en esta area.

Hablando especificamente del tratamiento de la informacion, el punto central de esta
tesis son las modificaciones postraduccionales. Este proceso biologico se lleva a
cabo como siguiente etapa de la traduccion de lenguaje génico a lenguaje proteico
y tiene una importante relevancia debido a que éstas pueden regular procesos de
sefalizacion celular, mantener mecanismos de control, que son los responsables
de mantener la homeostasis en todos los seres vivos.

Debido a que las investigaciones directamente en seres humanos tienden a ser un
tema de discusion, se puede recurrir a la fisiologia comparada, es decir realizar
investigaciones en organismos que presenten similitudes fisioldgicas.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un eucariote unicelular que tiene
procesos fisioldégicos parecidos a los de los seres humanos. Ademas posée
caracteristicas que permiten que su estudio sea relativamente mas sencillo que un
sistema tan complejo como el ser humano, esto haciendo referencia en los
siguientes puntos:

e Elgenomade lalevadura es mas reducido que un organismo complejo como
en el caso del ser humano, en cantidad el genoma de la levadura es de 12
millones de pares de bases con cerca de 6000 genes que actualmente casi
se conoce la funcion de cada uno de ellos esto quiere decir que es 200 veces
mas pequefo que el genoma del ser humano.

e La levadura presenta los dos ciclos de vida de reproduccion asexual:
haploide y diploide, e incluso en determinadas condiciones puede existir
reproduccion sexual.

e Su rapido crecimiento, reproduccién, asilamiento y mutacién permite hacer
estudios directos a un objetivo en particular y hacer un analisis casi
inmediato.

e Al ser un organismo unicelular se puede llevar a cabo estudios sobre sus
procesos celulares sin gastar demasiados recursos econémicos como si se
haria en un organismo multicelular.



e Se estima que el conjunto de 16 cromosomas de la Saccharomyces
cerevisiae con tamafios de alrededor de centenas hasta el orden de
kilobases, comparten aproximadamente el 23% del genoma humano.

Con estas y otras caracteristicas que se explicardn mas adelante con mayor detalle
hacen de la levadura Saccharomyces cerevisiae un excelente organismo para hacer
investigacion. Los datos obtenidos en los experimentos en modificaciones
postraduccionales realizados son numerosos y se han realizado esfuerzos para
construir bases de datos para almacenar la méxima informacion posible con la que
se cuenta hasta la actualidad, basadas en experimentaciones de investigadores
interesados en el area.

Las modificaciones postraduccionales que comunmente se estudian son:

= Fosforilacion.

= Metilacion.

= Succinilacion.

= Ubiquitinacion.

= Acetilacion.

= Glicosilacion.

= Lipidacion.

= Oxidacion.
Entre otras mas importantes que se explicaran a lo largo del desarrollo de los temas.
De estas modificaciones se tiene documentado: la posicion dentro de la proteina
donde ocurre la modificacion, el residuo que es afectado, el conjunto de péptidos
asociados al lugar de la modificacion, el articulo o publicacion donde se extrae dicha
informacion y otros datos relevantes que dependen de la modificacion en cuestion.
Esta informacién después podra ser llevada a analisis estadisticos y probabilisticos
para tener un mejor panorama del comportamiento celular de la levadura.

En los ultimos afios ha surgido el término de “Bioinformatica” debido al gran auge
del uso de herramientas de computo para el analisis de los cientos y miles incluso
millones de datos que se generan al realizar investigaciones y estudios sobre las
ramas de la genética, biol6gica molecular, bioguimica, medicina y todas las ciencias
y disciplinas que involucren manejo de datos biolégicos. Aunque falta mucho por
hacer se han realizado grandes avances, a lo largo del desarrollo de éste trabajo se
podra ver el beneficio que puede otorgar.

Actualmente las bases de datos son la columna vertebral de muchos sistemas de
busquedas y consultas e incluso de funcionamiento de sistemas de control. Sin
estas herramientas, todavia se trabajarian con grandes volimenes de papeleo y
registros que facilmente se extraviarian o mezclarian. Es por esto que los
fundamentos tedricos de las bases de datos se han ido mejorando cada dia mas,
orientados a la acumulacién de datos masivos, lo que se le conoce como Big Data
y mineria de datos, el area de las ciencias biomédicas no es la excepcion. A lo largo



del desarrollo de esta tesis se ocuparan las técnicas conocidas para el disefio e
implementacion de una base de datos robusta y capaz de sustentar el manejo de
miles de datos asi como el propio tratamiento de la informacion para su
almacenamiento.

Un medio muy recurrente por el cual se hace publico el flujo de la informacion es
mediante la web, existen muchos lenguajes que permiten una facil y sencilla
programacién web que se han tornado populares como HTML y PHP.

Asi como las bases son esenciales para el almacenamiento de la informacion asi
una péagina de consultas es importante ya que serd la interfaz maquina-hombre en
la cual todo esa coleccidn de informacion sera interpretada y se le dara un sentido
propio del area de la informacion que se tenga, esto quiere decir su utilidad.
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2.1. Biologia Molecular.
2.1.1 ADN, ARN y el dogma central de la biologia molecular.

2.1.1.1 Fundamento Quimico; Los enlaces quimicos la clave de las
estructuras complejas bioldgicas.

Las células como la unidad anatomica y funcional de los seres vivos son diversas y
su estudio puede ser extenso, tanto como uno lo desee. Estos sistemas complejos
de interacciones fisicas y quimicas son el sustento de la vida, de ahi la importancia
bioldgica que conlleva hacer cientos de experimentos para conocer mas sobre su
comportamiento. Sera proposito de este subtema el identificar y reconocer la
importancia de los enlaces quimicos para la formacion del ADN, el ARN y las
proteinas. Para ello se explicaran las nociones basicas de los enlaces quimicos
enfocandonos a las moléculas y elementos que se trabajaran mas adelante.

Por dar un ejemplo de la gran influencia de la quimica para la sustentacion de la
vida en nuestro organismo, en consecuencia de las células, es el papel funcional
gue posee el agua. Si bien se sabe que el agua representa del 70 al 80% del peso
de la mayoria de las células y que es la molécula mas abundante en el ser humano.
Es el medio principal de vida primigenia que existio desde hace millones de afios en
la Tierra. Cabe mencionar que alrededor del 7% del peso de la materia viva son
iones y algunas moléculas pequefias como los aminoacidos, nucleotidos, lipidos y
azucares. Para que exista un funcionamiento adecuado de la célula dichas
moléculas contribuyen a la estabilidad y a la reproduccion celular. Si dicha
estabilidad no se produce, se crean todos los factores necesarios para la
manifestacion de una enfermedad y la muerte celular de un organismo.

Los enlaces covalentes y no covalentes son fundamentales porque establecen las
interacciones atémicas y moleculares de la célula; el enlace covalente es primordial
para la unién de los aminoacidos y la conformacion de los mismos, los enlaces no
covalentes obligaran a las proteinas adoptar una forma tridimensional y ayuda a
mantener unidas estructuras complementarias. Cuando se habla de los enlaces
covalentes se hace referencia a interacciones quimicas fuertes en cambio los
enlaces no covalentes son interacciones quimicas débiles ambos enlaces son
relaciones interatbmicas de atraccion, de forma que cuando existen interacciones
fuertes se forman los enlaces covalentes, cuando dos atomos comparten un par de
electrones o multiples pares de electrones. Por otro lado las interacciones débiles
forman enlaces no covalentes y pueden ser de cuatro tipos; enlaces ionicos,
puentes de hidrogeno, interacciones de Van der Waals y el efecto hidrofobo.



Como bien se sabe los elementos mas abundantes en la Tierra son el carbono,
nitrégeno, hidrégeno, fosforo, oxigeno y azufre; es muy raro verlos de forma aislada,
por lo que tienden a formar enlaces con otros elementos y en muchas ocasiones
estos enlaces son covalentes mediante el uso de sus electrones que residen en los
orbitales electronicos mas externos. La regla que se cumple aqui es que cada atomo
forma un numero caracteristico de enlaces covalentes con otro atomo, esto a la
larga también definira una geometria en especifico para las diversas uniones que
pueden existir. ElI carbono es capaz de formar cuatro enlaces covalentes, el
hidrogeno solo uno, el azufre dos, cuatro o hasta seis, el nitrdgeno de tres a cuatro
enlaces, el oxigeno dos y el fosforo cinco. Se pondra como ejemplo el mas
comunmente utilizado por muchos libros; el metano (CHa4). El metano tiene un
carbono central y cuatro atomos de hidrégenos cuyo angulo de separacién entre
cualquiera de dos enlaces es de 109.5° lo que da una forma similar a un tetraedro.
Cuando un atomo de carbono esta unido a cuatro atomos disimiles o grupos con
configuracion no planar se dice que es asimétrico y este tipo de moléculas se les
llaman isémeros Opticos o0 estereoisomeros ya que pueden disponer dos formas
distintas en el espacio tridimensional. En la célula muchas moléculas contiene un
carbono asimétrico también llamado carbono quiral y contribuye a definir una
estructura geométrica, que incluso dichas estructuras geométricas en tercera
dimension por ejemplo de una proteina, son modeladas en el area de la
computacién de virtualizacion y procesamiento de imagenes.

Como se menciond un enlace covalente se puede presentar al compartir un par de
electrones lo que se llama enlace simple; o bien multiples: dobles, triples enlaces,
estos son de vital importancia para una molécula en la determinacién de su
planaridad, rigidez y flexibilidad, si se tuviéra enlaces simples y si no existieran
fuerzas externas podria rotar libremente, en cambio un doble enlace implica rigidez
en la molécula Las moléculas como el amoniaco (NH3) y el ion amonio (NH4)* son
importantes de destacar, debido a que estas moléculas ademas de formar enlaces
covalentes pueden formar enlaces no covalentes y presentar formas tetraédricas
respectivamente. Mientras que el acido fosférico (HsPOas), el fosforo y los fosfatos
derivados que forman parte de los acidos nucleicos, ademas de desempefiar un
papel importante en la regulacién de actividades de las proteinas, son parte de la
molécula central de la energia celular, el ATP (Adenosin trifosfato).

En la naturaleza no todos los atomos ejercen la misma fuerza de atraccion, esto va
orientado a lo que se conoce como electronegatividad, esta se define como la
magnitud de la capacidad de atraccion de un atomo para atraer un electrén, cuando
ocurre un enlace con atomos de la misma electronegatividad, el enlace formado es
un enlace no polar de lo contrario se tendra un enlace polar. De manera que en el
extremo de un enlace polar se tendra una carga parcial positiva y en el otro extremo
una carga parcial negativa; por ejemplo el dipolo eléctrico tipico del agua, el electron
compartido del hidrégeno al oxigeno tendera a estar mas cercano a este Ultimo que
al hidrégeno, por consecuencia en la moléculas del agua y con la existencia de los



dipolos, se podran establecer enlaces no covalentes entre ellas mismas y con otras
moléculas. Algo parecido ocurre con otras moléculas como HsPOas donde se
presenta un hibrido de resonancia. La energia requerida para romper un enlace
covalente es mayor a la de un enlace no covalente en condiciones de temperatura
ambiente, por lo que los enlaces covalentes son mas estables, sin embargo, los
enlaces no covalentes se pueden unir entre ellos mismos para producir
asociaciones aun mas estables aunque su existencia sea transitoria.

Uno de los tipos de enlaces no covalentes mas conocidos es el enlace i6nico, como
resultado de atraccion entre un anion (ion cargado negativamente) y cation (ion
cargado positivamente), la orientacion geométrica no es especifica como en los
enlaces covalentes, esto debido a que la atraccion de un ion es uniforme en todas
las direcciones, en la Biologia Molecular los iones Na*, K*, Ca?*, Mg?* y CI toman
un papel critico en mantener el equilibrio en el funcionamiento de la célula y
participan en procesos regulatorios para la fisiologia humana como la bomba sodio-
potasio y los potenciales de accién. En general, los iones mencionados
anteriormente estan hidratados por un extremo del dipolo por medio de la carga
negativa de las moléculas de agua, dicha capa hidratada es eliminada cuando los
iones tienen interaccién directa con las proteinas. Es mas probable que dos iones
se puedan enlazar cuando existen mayores concentraciones de otros iones, por
ejemplo si se incrementa la concentracién de sal en una solucion de moléculas
bioldgicas, las interacciones ionicas de la sal se debilitardn y posiblemente también
la union de otros iones que existan en esa solucion.

Otro tipo de enlace no covalente son los puentes de hidrégeno, estos se producen
debido a la interaccion de un atomo de hidrogeno parcialmente cargado
positivamente en un dipolo con electrones disponibles de otro atomo. Generalmente
un atomo de hidrogeno puede formar un enlace covalente, sin embargo, puede
formar una asociacion débil con un atomo aceptor teniendo un par de electrones no
compartidos. En los puentes de hidrégeno existe otra caracteristica denominada
direccionalidad, la cual puede ser lineal o no lineal, los puentes de hidrégeno no
lineales contribuyen en estabilizar la estructura tridimensional de una proteina.

Cuando existen fluctuaciones aleatorias de atomos, cabe la posibilidad que uno de
ellos se enlace débilmente con otro atomo pero dicha union es transitoria, estas
perturbaciones establecen dipolos de corta duracién y pueden ocurrir en los enlaces
no covalentes y los covalentes polares, este fendmeno quimico es Illamado
interacciones de Van der Waals. La condicion necesaria para la existencia de dichas
interacciones va ligada a la cercania de los atomos, es decir entre menor distancia
exista en las moléculas de una region habr4d mayores interacciones de Van der
Waals, de lo contrario entre mayor sea la distancia habra escasas interacciones de
este tipo. Las interacciones de Van der Waals, son mas débiles de romper que los
puentes de hidrogeno aproximadamente 1 [Kcal/Mol].



Finalmente, el otro tipo de enlace no covalente es el que hace referencia al efecto
hidréfobo, debido a la existencia de moléculas no polares y estos al no tener grupos
cargados son insolubles en agua, son llamadas moléculas hidr6fobas, como son los
hidrocarburos, aceites vegetales y los triglicéridos, de hecho el agua no puede
formar puentes de hidrogeno con estas sustancias. Sin embargo las moléculas de
agua tienden a formar estructuras pentagonales y hexagonales alrededor de las
moléculas no polares, estos enlaces son relativamente estables y no aumenta la
entropia de las moléculas de agua. La relevancia del efecto hidrofobo es cuando se
alcanza un estado agregado en las sustancias quimicas en un ambiente
determinado, puesto que si no se alcanza dicho estado, seria desfavorable para el
papel que toma el agua en los procesos de la célula.

Para que exista un completo orden en las uniones de atomos, moléculas o iones se
requiere de complementariedad molecular ejemplificado muchas veces como una
llave en una cerradura haciendo hincapié al ajuste fino. Entonces se puede decir
que cuando dos moléculas estructuralmente son complementarias pueden unirse al
momento de chocar. Y unido al concepto de complementariedad molecular esta la
especificidad, como la fuerza para unirse a una molécula en especial o familias
similares de esta molécula.

2.1.1.2 Unidades quimicas estructurales de la célula.

Existen cuatro macromoléculas biolégicas esenciales para las células: los
aminoéacidos, los acidos nucleicos, los polisacaridos y los lipidos, serd tema
fundamental de este libro hablar de los primeros dos, puestos que son la base para
la comprension del DNA, ARN y proteinas. Existen subunidades muy pequefias
llamadas mondmeros que son casi idénticas entre si, las cuales al unirse mediante
enlaces covalentes forman polimeros, en casi todos los casos los enlaces
covalentes entre monémeros se forman por reacciones de deshidratacion.

En el caso de las proteinas, son polimeros lineales que contienen desde diez hasta
miles de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.

Los acidos nucleicos:

En los seres vivos existen dos tipos de acidos nucleicos: el DNA (acido
desoxirribonucleico) y el RNA (acido ribonucleico), estas moléculas son portadoras
de la informacion hereditaria y primeros responsables de la produccién de proteinas
dentro de la célula. Los monomeros que constituyen estos polimeros son los
nucleodtidos. La estructura comun de un nucledétido es la siguiente:

e Un grupo fosfato: se le conoce asi al ion formado por un atomo central de
fosforo unido con 4 moléculas idénticas de oxigeno en disposicion
tetraédrica.

e Una pentosa: es una molécula de azucar de cinco carbonos.



e Una base: estructura en forma de anillo compuesta por nitrdgeno y carbono,
también llamada base nitrogenada.

El grupo fosfato se une mediante un enlace fosfoéster a la pentosa y ésta se une
con la base. Las bases adenina y guanina son purinas, las cuales contienen un par
de anillos fusionados y las bases citosina, timina y uracilo son pirimidinas y
contienen solo un anillo. Se abrevian A, G, C, Ty U (tal y como fueron mencionadas)
para denotar una cadena larga de bases en el DNA o RNA. En forma mas
especifica, el atomo del carbono 1’ de la pentosa se une al nitrdgeno de la posicidon
9 de una purina (No) 0 en la posicion 1 de una pirimidina (N1), el grupo fosfato es la
razon principal que provoca el caracter de acidez en los nucleoétidos, debido a que
en condiciones normales libera un ion hidrogeno. En el liquido extracelular hay
presencia de nucledsidos, estos son similares a los nucleétidos excepto que no
tienen el grupo fosfato, es decir, son bases nitrogenadas unidas a una pentosa. (Fig
2.1y Tabla 2.2)

NH; 0
‘H H CH,
o] H (o) H ; 5 HN
" H H ” N1 NUCLEOTIDO —N
Citosina Timina Uracilo
. oY,
urina
N"Z Sintnia (@) Azlcar QN

Pirimidina

C
Ve 6\ /N7 _”_
Iil1 (ﬁs \Ca HO F|> Q o Base Nitrogenada
o
Coy _Copl
Adenina H Guanina OH OH

Fig. 2.1 En la parte de arriba se muestran las bases nitrogenadas y sus clasificaciones, y se
muestra la estructura general de un nucleétido. Imagen realizada en ChemDoodle 2014

La gran diferencia entre RNA y DNA es la pentosa; en el RNA es ribosa y el DNA
es desoxirribosa, ademas de que en el RNA se encuentra la base nitrogenada
uracilo, en lugar de la timina que esta presente en el DNA. En ambos existen las
bases adenina, guanina y citosina.

Los aminoéacidos:

Los monoémeros que componen las proteinas son 20 aminod&cidos (Tabla 2.1), todos
tienen la siguiente estructura:

e Un atomo carbono a central (C,).

e Un grupo amino (NH,).

e Un grupo carboxilo (COOH).

¢ Un atomo de hidrogeno.

e Un grupo variable de cadena lateral (R).
El atomo de carbono se une a los cuatro grupos restantes y debido a que es
asimeétrico en todos los aminoacidos excepto en la glicina pueden existir formas
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especulares como; isomeros D (dextro) y L (levo) estos ultimos se encuentran en
las proteinas. Las caracteristicas y propiedades como tamario, forma, carga, etc.,
del aminoacido estan determinadas por el grupo variable, de forma que los
aminoacidos también pueden ser clasificados por su solubilidad en agua. Las
cadenas laterales polares son hidrofilicas, generalmente estan en la superficie de
una proteina, para poder interactuar con el agua y en la formacién de enlaces no
covalentes con otras moléculas. Asi también, las cadenas laterales no polares son
hidrofébicas y se agrupan para formar el nucleo insoluble de una proteina. Se
agrega una tabla al finalizar este subtema donde se pueden consultar los
aminoécidos con sus clasificaciones de solubilidad.

La relevancia que adquieren los aminoacidos es tan importante que permitird a una
proteina realizar ciertas funciones, por ejemplo, en los aminoécidos hidrofilicos
como la arginina y lisina estan cargados positivamente y los &cidos aspartico y
glutamico estan cargados negativamente, estos cuatro aminoacidos contribuyen a
la carga global de la proteina. Un caso peculiar es la histidina que puede estar
cargada negativamente o positivamente con pequefios cambios de acidez del
medio. La aspagarina y glutamina carecen de carga pero tienen la capacidad para
formar puentes de hidrogeno muy facilmente debido a la existencia de sus grupos
amido, asi como la serina y treonina que tienen grupos hidroxilos polares. En cambio
los aminoécidos hidréfobos, que como su nombre lo dice son insolubles en el agua
o levemente solubles, presentan cadenas no ciclicas como alanina, valina, leucina,
isoleucina y metionina. Estos aminoacidos estdn compuestos por residuos de
carbono y en el caso de la metionina, ademas contiene un atomo de azufre. En el
caso de la fenilanina, tirosina y triptéfano tiene cadenas grandes aromaticas y la
cisteina, glicina y prolina realizan funciones muy especiales debido a la singularidad
de sus cadenas laterales, por ejemplo en estabilizar la estructura plegada de una
proteina.

Por las particularidades mencionadas arriba, cada aminoacido contribuye de
manera muy especial en las proteinas, desde su funcionamiento hasta su estructura
fisica. Por lo que es trabajo de la biologia molecular el determinar la secuencia de
aminoécidos que forma una proteina en un organismo particular mediante
procedimientos que se han ido desarrollando a lo largo del tiempo. Al obtener la
secuencia de aminoacidos se pueden generan ciertas estadisticas para el
reconocimiento de patrones vy visualizar ciertas caracteristicas en comun cuando
se presenta una cierta enfermedad o una cierta funcion de una proteina en una
célula.
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4 I H3C\CHCH3
Aminoacidos No polares HsC. ..CH
H CHs 3 cH 3 Hy C:: ! CHa
H9N-C-COO"  H';N-C-COO"  H'N-C-COO"  H"N-C-COO- %
! ! : ! H:C—-CH
H H H H I
: | _ H*;N-C-COO"
Glicina (Gly) G Alanina (Ala)a V@ 'ng g’a )V Leucina (Leu) L o
3
é Isoleucina (lle) |
H> i !
c o o "
/ \
HQCI: 9H3 H2? Hz(i: CI;HQ N
H*sN-C-COO- H+3N—(I3—COO‘ H+3N—CII—COO' H+3N—(I3—COO' | /
H H H H
Fenilalanina (Phe) F
Prolina (Pro) P Cisteina (Cys) C Metionina (Met) M <
H+3N—('3—COO'
Triptéfano (Trp) W H
OH
OH CHs Dot ||| e UNH,
H.C H-COOH HAC |
H*;N-C-COO~  H'3;N-C-COO" L L H.C
; ; Him G
CH; H H':N-C-COO"
H+3N—C13—COO' H
H
Aminoacidos Basicos [}sz Aminoacidos Acidos
CI3:NH2+ :
NH:" HoC _ Sl
HoC HN N\ Fe0 bt
I NH* H,C H,C
H2(I: Hzci: - + : - Ht : 7
H2(|3 H2(|3 H 3N—CIJ—COO H 3N—(|3—COO
H2(|3 H2(|3 (IJHQ i H H
H*sN-C-COO"  H*;N-C-COO H*sN-C-COQO-|| Acido Aspartico Acido Glutamico
b 0 Y (Asp) D (Glu) E
Lisina (Lys) K Arginina (Arg) R Histidina (His) H

Tabla 2.1 Se muestran los 20 aminoacidos con su estructura quimica y los nombres que se
muestra entre parentesis es la abreviacion en 3 letras seguida de una letra utlizadas para

identificarlos. Imagen realizada en ChemDoodle 2014.
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Bases

Purinas Pirimidinas
Adenina (A) Guanina (G) Citosina(C) Uracilo(U)/
Timina(T)

Adenosina Guanosina Citidina Uridina

en DNA Desoxiadenosina Desoxiguanosina  Desoxicitidina Desoxitimidina
Adenilato Guanilato Citidilato Uridilato

en DNA Desoxiadenilato ~ Desoxiguanilato  Desoxicitidilato ~ Desoxitimidilato

Nucleésidos monofosfatos AMP GMP CMP UMP

ADP GDP CDP UDP
ATP GTP CTP uTP
Desoxinucledsidos dAMP, etc. dGTP, etc. dCTP, etc. dUTP, etc.
monofosfatos, di y
trifosfatos

Tabla 2.2. Se muestra la nomenclatura de los nucledsidos y nucle6tidos separados por la base que
contienen.

2.1.1.3 Mecanismos genéticos moleculares basicos; el dogma central
de la biologia.

Como se menciond anteriormente, se busca analizar los procesos biolégicos que
determinan la formacion de las proteinas para después estudiar los cambios que
ocurren posteriormente a su formacién y observar como alteran las funciones de las
proteinas en la célula. Para ello es necesario entender el dogma central de la
biologia: la duplicacion del DNA, la transcripcion a RNA y la traduccién proteica.

Se parte del hecho de que los acidos nucleicos cumplen con las siguientes
caracteristicas:

1) Contienen la informacion para determinar la secuencia de aminoacidos de
una proteina, que daran como resultado su estructura y funcion de la misma.

2) Seleccionan y alinean amino&cidos en el orden correcto a medida que se
sintetiza una cadena polipeptidica.

3) Catalizan numerosas reacciones quimicas necesarios para la produccion de
proteinas, como la formacion de los enlaces peptidicos entre los aminoacidos
de una proteina.

Se requiere tener un control estricto para la replicaciéon del DNA y su transcripcion,
ya que en el DNA se contiene toda la informacidén para construir un organismo
completo, la replicacion exacta del DNA asegura la continuidad genética de los
seres vivos de generacion en generacion. La informacion acumulada en el DNA esta
organizada en unidades hereditarias llamadas genes. Sera tema a tratar en este
subtema el proceso de transcripcién y traduccion, asi como la replicacion del DNA.
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En el proceso de la transcripcion la informacion del DNA es copiada a RNA,
mediante tres etapas importantes; la iniciacion, elongacion y terminacion, el mMRNA
(RNA mensajero) lleva las instrucciones del DNA que especifican el orden correcto
de los amino&cidos en la sintesis de la proteina. El ensamblaje altamente preciso y
exacto es llevado a cabo en la traduccion del mRNA; en este paso la informacion
del mRNA es interpretada por un segundo tipo de RNA llamado tRNA (RNA de
transferencia) en colaboracion con el rRNA (RNA ribosémico) y algunas proteinas
asociadas. A los procesos anteriores se le llama el dogma central de la biologia,
puesto que siempre se siguen estos pasos para la subsistencia de los seres vivos y
su equilibro celular.

A pesar que la estructura del DNA fue descubierta en 1953 por el fisico Francis Crick
y el bidlogo James Watson, aun falta mucho por saber de esta misteriosa molécula
y el basto mundo complejo de lo que representa la genética y la biologia molecular.
Sin embargo, el descubrimiento del DNA y la descripcion de los procesos de
transcripcion y traduccion marcaron el inicio de una era de importantes estudios que
permitieron ayudar a entender de mejor manera el mundo que nos rodea y la
trascendencia como especie.

Como se puede observar, las proteinas también participan en la transcripcion y
traduccion, el papel que asumen estas proteinas son de regulacion y son
fundamentales para el control y formacion de otras proteinas. En la siguiente imagen
se esquematiza los procesos biologicos del dogma central de la biologia que se
analizara con mayor detalle.

y s —
4 ) P Z S _”"" =
( 3 (/,//; = W% —_—
' SURIASARSY am
/4 Nucledlo 2 Rephcacmn
i// y 1\ ﬁwwm:fwﬁpﬁ%m;fm&%wm R A Ao \
/4 e o EN Transcripcion el dadg \\
: / 3 DNA \
' Y TRNA (J )
. m, %"“w’%’w"“’w""’%@‘”@%w“ww’w’%z«‘* I
‘ %" rNTPs

\ u Q oy
N -
(e‘«\% /' /
Nucleo - ///
Procesamiento a0
Citosol Q g ‘——7EdelRNA /

Proteina

Subunidades

. Ribésimicas ) © ~ "“-——-:'_:’_'__ —- |- . .
Q Aminoacidos f O V&&&‘

w & 3
* :
tRNA
\ El mRNA translation

Fig. 2.2. En este esquema se muestran los procesos involucrados para produccion de proteinas que
van desde el 1 hasta el 3 y el proceso de la replicacién del DNA el punto 4. 1. Se transcribe un gen
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en especial, que codifica una proteina, la maquinaria de la RNA polimerasa participa dentro de este
proceso. 2. Se construyen un precursor del mMRNA mediante la proliferacién de monémeros de rNTP
(ribonucleésido trifosfato) y ocurre la eliminacion de secuencias extrafias del pre-mRNA llamado el
procesamiento del RNA. 3. EIl mRNA funcional producido en la etapa anterior se transporta al
citoplasma para su traduccién, en esta etapa el codigo de 4 bases que conforman los acidos
nucleétidos es traducido al lenguaje de los 20 aminoacidos. Los ribosomas compuestos por una
subunidad mayor y otra menor y con la ayuda de otras proteinas llevan a cabo la sintesis proteica.
4. La replicacion del ADN es llevada a cabo por aquellas células preparadas para su division, los
mondmeros dNTP (desoxirribonucleésido trifosfato) son polimerizados para la producciéon de dos
copias exactas del DNA. [

2.1.1.4 La estructura biologica de los acidos nucleicos.

Como bien sabe los acidos nucleicos son dos en los seres vivos; el DNA y el RNA,
y se diferencian uno del otro por la pentosa que los conforman vy la presencia de
una diferente base; la timina y el uracilo, pero fuera de ello, poseen estructuras
similares. Es necesario conocer sus estructuras para conocer su replicacion y
transcripcion. La estructura primaria son los polimeros lineales conformados por los
nucleodtidos, la longitud del RNA es relativamente mas corta que la del DNA, de
forma que la longitud de un RNA celular va desde un poco menos que los cien hasta
miles de nucledtidos y el DNA celular puede contener millones de nucleétidos, estas
unidades de DNA se pueden visualizar con técnicas de tincion usadas en biologia
molecular para visualizar cromosomas.

Como ya se mencion0, la unidad basica de conformacion de los acidos nucleicos
es el nucledtido, y pueden existir dos tipos de bases denotadas por letras
mayusculas: A (Adenina), G (Guanina), C (Citosina), U (Uracilo) y T (Timina)
clasificadas como bases puricas y pirimidicas. Estos nucleétidos se pueden unir
entre si y tener una orientacién quimica, de tal manera que se puede formar una
cadena de nucleétidos unidos por fosfatos y pentosas, las bases quedan expuestas
como grupo laterales. La orientacién quimica de una molécula de nucledétidos es de
5" a 3’ de extremo a extremo, debido a que el carbono 5’ de la primera ribosa y el
carbono 3’ de la ultima ribosa se encuentran libres.

Esta convencion que se ha establecido de orientacion (5 -> 3’) de una cadena de
acido nucleicos también ha definido la forma de leer y escribir una secuencia de
nucleodtidos. Esta propiedad de direccionalidad es de vital importancia. Los enlaces
fosfodiéster permiten la uniéon quimica entre nucleétidos adyacentes, uno en el
carbono 5’ de la pentosa y otra el carbono 3’. Esta regla se cumple en todos los
nucleotidos internos de la cadena polinucleotidica, como ya se menciond, estos
determinan la direccionalidad del &cido nucleico. La secuencia lineal de nucleoétidos
unidos por enlaces fosfodiéster constituyen la estructura primaria.

El modelo propuesto por Watson y Crick del DNA es de dos hebras, estas
conclusiones se realizaron mediante el analisis de patrones de difraccion de rayos
Xy mediante una construccion cuidadosa de un modelo. Estas dos hebras se
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entrelazan entre si para formar una doble hélice, la parte formada por los azUcares
y fosfatos estan ubicados en la parte exterior mediante la cual las bases se
proyectan hacia el interior, estas se apilan una tras otra en planos paralelos. La
orientacion de los hebras es antiparalela, es decir las direcciones 5’ -> 3’ de ambas
hebras son opuestas entre si. Las hebras se mantienen juntas debido al
apareamiento de las bases, la adenina se une a la timina mediante dos puentes de
hidrogeno y la citosina se une a la guanina mediante tres puentes de hidrogeno,
este apareamiento se debe a la afinidad quimica, a la forma y tamafio de las bases.
De ahi la importancia de los puentes de hidrogeno ya que otorgan la estabilidad a
la doble hélice.

Como se menciono6 una molécula de adenina se une a una timina y una citosina con
una guanina estas uniones entre una pirimidina y una purina son llamadas pares de
bases. A las hebras que forman pares de bases se les dice que son
complementarias (Fig 2.3). Existen pares de bases distintas a las tipicamente
conocidas, aunque en el DNA natural es complicado encontrarlas, en el RNA es
muy usual encontrar uniones G-U.
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. " Adenina (A} .
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i "‘;C_"." s ‘{;.ua.!in.atﬁl/_\ Q-
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Fig. 2.3 a) En la imagen de la izquierda se muestra el modelo general del DNA con la orientacién 5’
-> 3’ en cada una de las hebras y la union de las bases a través de los puentes de hidrégeno que
se muestran como lineas punteadas [, b) en la imagen de la derecha se muestra la forma B del
DNA, la forma mas usual de DNA celular, se marcan las hendiduras (Surcos) que son superficies de
unién. 1

Durante la transcripcion y la replicacion del DNA, las hebras de la doble hélice deben
separarse necesariamente para la formacion de pares de bases con otros
nucledtidos polimerizados en nuevas cadenas de nucledtidos. El proceso de
desenrollamiento y separacion del DNA es llamado desnaturalizacion o fusion, y se
puede producir incrementando la temperatura en una solucién de DNA, esto debido
a que los puentes de hidrogeno se rompen resultado del movimiento molecular, las
hebras se separan y alejan por repulsiones electrostéaticas debido a que cada hebra
esta cargada negativamente (parte esquelética de la pentosa y el grupo fosfato). La
temperatura de fusion (T;,,) a la cual las hebras de DNA se separan es un elemento
de estudio, puesto que esta temperatura es resultado de muchos factores como por
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ejemplo, si existen mas pares de bases G-C se requiere temperaturas mas altas
para la desnaturalizacion, debido a la presencia de los tres puentes de hidrogeno
en G-C, pasa lo contrario con los pares de bases A-T ya que estos ultimos solo
tienen dos puente de hidrogeno.

Si se quiere disminuir la temperatura de fusion del DNA, se puede aumentar la
concentracion ionica al adicionar formaldehido o urea, de esta forma los puentes de
hidrogeno se desestabilizaran sin tener una temperatura alta. También se obtendria
el mismo efecto si se trabajarian con los extremos de pH ya sea o muy alcalino o
muy basico en una solucion de DNA.

En el momento de la desnaturalizacién del DNA, se obtienen dos moléculas de DNA
monocatenario o hebra simple, esta es capaz de adoptar formas aleatorias sin una
estructura organizada, al igual que se puede probar la separacion de las hebras de
DNA existe el proceso inverso para volverse a unir, siguiendo los pasos contrarios
a la fusion, es decir disminuyendo la temperatura o neutralizando el pH. El proceso
de la renaturalizacion depende del tiempo y sobre todo de la relacion en secuencia
gue debe existir, es decir su complementariedad, si se llegara a tener dos moléculas
de DNA monocatenarios en una misma solucion y los dos no poseen secuencias
relacionadas, no existira la renaturalizacion.

Los procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion son utilizados para estudiar la
relacion entre dos muestras de DNA como un posible parentesco.

En el caso del RNA, la presencia de un grupo hidroxilo en el C2 permite que éste
tenga mayor habilidad quimica que el DNA asi también provee un grupo reactivo
gue participa en la catélisis mediada por €l mismo. Gracias a esta habilidad, el RNA
se activa para formar nucleétidos en una solucion alcalina.

El RNA puede estar como una doble hebra o una hebra sencilla y su estructura
puede ser lineal o circular y como ya se mencioné las dobles hélices RNA-RNA y
DNA-RNA tienen una forma semejante al DNA, sin embargo el RNA celular
generalmente existe como una hebra simple y su estructura presenta diversas
formas, estas diferencias en tamafios y formas le permite realizar diversas funciones
en la célula, por ejemplo “las horquillas” son estructuras secundarias del RNA
monocatenario que se presentan por apareamiento de bases separadas entre 5 a
10 nucledtidos entre una y otra, también los “tallos y bucles” se forman por
apareamiento de bases separadas por mas de 10 nucleétidos (Fig 2.4).

Las formas de RNA secundario cooperan en la formacion de un RNA terciario mas
complicado, como por ejemplo el llamado seudonudo. Para este subtema es
importante destacar que el tRNA adquiere una arquitectura tridimensional muy
especifica ya que esa forma toma un papel muy importante para la sintesis de
proteinas.
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Se puede decir que las moléculas de RNA poseen dominios bien estructurados
conectados por extensiones flexibles menos estructuradas, esta misma
caracteristica la tienen las proteinas. En muchas ocasiones esos dominios tienen
actividad catalitica, las moléculas de RNA que tienen esta actividad son los
ribosomas y participan en la eliminacion de intrones, que mas adelante se hablara
sobre ese tema.

8

J Horquilla

Region del tallo
doble hélice

Tallo - bucle

Fig. 2.4 Se muestran dos estructuras secundarias del RNA; la horquilla formada por el apareamiento
de nucledtidos con separacion de aproximadamente de 5 a 10 nucleoétidos y el tallo con separacion
mayor. [

2.1.2 La replicacion del ADN.

Uno de los proceso basicos que forman parte del dogma de la Biologia Molecular,
es la replicacién de la molécula que posee la informaciéon hereditaria de todo un
organismo, es de vital importancia que esta informaciébn se mantenga fiel y su
copiado tenga un estricto control. El apareamiento de pares de bases en una cadena
de DNA mostré a Watson y a Crick que las hebras existentes son sintetizadas para
formar nuevas moléculas de DNA hijas. Esta hipo6tesis se comprobd mas adelante
COMO un mecanismo conservativo y uno semiconservativo.

En el modelo conservativo, las hebras hijas podrian formar una nueva cadena de
DNA bicatenario mientras que el DNA parental permaneceria intacto, en el modelo
semiconservativo las hebras hijas formaran dos molécula de DNA duplex con las
dos hebras del DNA parental.

La replicacion del DNA sera simplemente un copiado de una hebra molde de DNA
a una hebra hija de DNA, entonces se puede decir que el RNA y el DNA que se
encuentra en las células es producto de un DNA pre-existente.

El DNA se sintetiza a partir de precursores de desoxinucledsidos 5’-trifosfato
(ANTP), este proceso tendra la misma orientacién 5 -> 3’, debido a que el
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crecimiento de la cadena resulta de la formacion de una enlace fosfoéster entre el
oxigeno 3’ de una hebra creciente y el fosfato a de un dNTP. Se necesita de la DNA
polimerasa para iniciar el proceso de la replicacién del DNA, que a diferencia de la
RNA polimerasa que se vera mas adelante, no podra identificar por si sola un sitio
de unién en la cadena de DNA, se necesita de una hebra de DNA corta 0 RNA
preexistente llamada cebador. De forma que teniendo el cebador apareado a una
hebra molde, una DNA polimerasa adiciona desoxinucleétidos al grupo hidroxilo
libre del extremo 3’ del cebador.

El cebador es una molécula de RNA, la hebra hija que se forma es RNA en el
extremo 5’ y DNA en el extremo 3’. Para que un DNA bicatenario funcione como
molde, las hebras enrolladas entre si deberan ser desenrolladas, logrando asi
exponer las bases y que se encuentren disponibles para el apareamiento con las
bases de los dNTP.

Las helicasas son las proteinas responsables para la separacién de las hebras del
DNA, comenzando en segmentos unicos del DNA comunmente llamados origenes
de replicacion u origenes. Las secuencias que codifican estas regiones particulares
del DNA en los organismos suelen ser ricas en A-T. Una vez que la helicasa ha
hecho su labor, enseguida una RNA polimerasa primasa forma un cebador corto de
RNA complementario a las hebras desenrolladas. Este cebador es elongado por la
DNA polimerasa, formando de esta forma una nueva hebra hija.

La zona donde ocurre todo este proceso de abertura, separacion y union para la
replicacion del DNA es llamada horquilla de replicacion o bien horquilla de
crecimiento. A medida que la replicacion avanza la horquilla de replicacion y las
proteinas ya mencionadas se van alejando poco a poco del origen. Para aliviar la
tension que se producen durante la separacion de las hebras de DNA la
topoisomerasa | ayuda a eliminar los superenrollamientos que se forman debido a
esa tension.

La operacion de replicacion de una horquilla de crecimiento se complica debido a
gue las dos hebras de DNA son antiparalelas y ademas las DNA polimerasas solo
pueden adicionar nucleétidos en la direccion 5’ -> 3, de modo que la sintesis de una
hebra hija puede continuar a partir de un cebador de RNA en una sola direccion
(hebra conductora) o bien una hebra hija rezagada. Esta uUltima se presenta debido
a que la hebra hija debe ser sintetizada en direcciéon opuesta al movimiento de la
horquilla de replicacion. La célula utiliza un mecanismo alternativo para facilitar la
sintesis de la hebra hija rezagada, esto mediante la colocacion de un nuevo cebador
cada numero determinado de bases, haciendo de cierta manera una cadena nueva
de DNA discontinua, estos segmentos discontinuos se llaman fragmentos de
Okazaki, en honor al descubridor de este proceso.

Finalmente el cebador de RNA para cada fragmento de Okazaki es eliminado y se
reemplaza por una cadena de DNA creciente a partir del fragmento de Okazaki
vecino, la enzima DNA ligasa se encarga de unirlos.
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Como se mencioné anteriormente el proceso de la replicacion del DNA parental a
hebras hijas se lleva en la direccion 5 -> 3', sin embargo dos horquillas de
replicacion podrian ensamblarse en solo un origen y moverse en direcciones
opuestas provocando un crecimiento bidireccional. De hecho esta es la forma las
células eucariontes y procariontes llevan su replicacion de DNA (Fig. 2.5).

La ADN polimerasal lll
alarga ambas hebras

Hebra plantilla \\

Lahelicasa

desenrrolla la doble
hélice

Topoisomerasa

Hebra lider

Fragmento de —_—

Okazaki ARN primer
(cebador)

Hebra atrasada

N NN

ADN madre

ADN monocatenario unido a
proteinas haciendo las plantillas
disponibles paralaprimasayla
ADN polimerasallll.

Hebra plantilla
atrasada

La primasa
haciendo
primer's

Fig. 2.5. En el proceso de replicacion del DNA la hebra conductora (hebra plantilla lider) es
sintetizada en la orientacion 5’ -> 3’ a partir de un RNA cebador, la DNA polimerasa se encarga de
agregar nucleoétidos a lo largo de la hebra parental, esta primera hebra sintetizada se hace de forma
continua es decir sin interrupciones, en cambio la hebra rezagada (atrasada) es sintetizada en forma
discontinua a partir de distintos cebadores de RNA, produciendo de esta forma fragmentos de
Okazaki. Posteriormente los cebadores de RNA son eliminados y se religan los fragmentos de
Okazaki. B

2.1.3 La transcripcion y traduccion, procesos genéticos.

Para abordar este tema, se partird de la definicion de un gen:

‘Es la unidad de DNA que contiene la informacion para especificar la sintesis de
una Unica cadena polipeptidica o RNA funcional.” 8]

“El gen es la unidad fisica béasica de la herencia. Los genes se transmiten de los
padres a la descendencia y contienen la informacion necesaria para precisar sus
rasgos.” ]

Casi todos los genes tienen la informacion necesaria para la construccion de
proteinas, a estos genes se les llama codificadores, estos constituyen las moléculas
del mRNA de las células. En la sintesis del RNA, el lenguaje de 4 bases del DNA
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(A, G, T, C) es copiado o transcrito al lenguaje de 4 bases del RNA, es decir se
cambia solamente la T por la U. Y de igual forma en la sintesis de proteinas el
lenguaje de cuatro bases del RNA es traducido al lenguaje de los veinte
aminoacidos. Para el proceso de la transcripcion todo estara en torno en la
formacién de los mRNA funcionales a partir de los genes codificadores de proteinas.
También existe un proceso similar para la formacion de rRNA y tRNA funcionales
con genes codificadores para producir precursores de estos tipos de RNA.

En el proceso de la transcripcion del DNA, una hebra actia como patron o molde
para formar una cadena complementaria de RNA, esto ultimo a través de la
polimerizacion de monomeros de rNTP complementarios en el area distante.

Las bases que forman parte de la hebra patron se unen a las bases de los
mondmeros de rNTP complementarios, al provocarse esta unién se produce otro
proceso de polimerizacion catalizado por la RNA polimerasa, dando como resultado
un enlace fosfodiéster entre bases, gracias a este proceso se facilita la adicion de
ribonucledtidos a la cadena RNA en crecimiento, la proteina encargada de mantener
el equilibrio en la reaccion es la pirofosfatasa.

Como resultado de la adicién de ribonucleétidos y el proceso de polimerizacién de
rNTP, la cadena RNA resultante sera complementaria en direccion opuesta 5’ -> 3’
con respecto a la hebra molde de DNA (Fig 2.6). Para facilitar el estudio del proceso
de transcripcion, los bidlogos y genetistas han establecido que el lugar donde ocurre
el inicio de este proceso como la posicion +1. De forma que la sintesis de mRNA
llevara un orden de corriente abajo, es decir que a partir de la posicién +1 hasta el
extremo 3’ del DNA.

Con esta convencion se puede decir que los nucleétidos que se hayan corriente
arriba de la posicion inicial del proceso de transcripcidbn se numeran con signos
negativos y los que estan cuesta abajo niUmeros con signo positivo.
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Fig. 2.6 Representacion de la polimerizacion de los mondmeros de rNTP en la cadena creciente de
RNA, que consiste en una ataque nucleofilico y la produccién de un enlace fosfodiéster. (8!
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2.1.3.1 Etapas del proceso de transcripcion.

El papel que toma la proteina RNA polimerasa es sumamente indispensable ya que
no solo cumple con una funcién en especial sino con todo una seria de eventos para
el control y un adecuado proceso de transcripcion (Fig. 2.7), a continuacion se
explican brevemente:

Iniciacion:
RNA pelimerasa .
Cadena complementanias, —._Sitio de iniciacion
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Fig. 2.7 En la imagen se pueden observar las etapas de la transcripcidn; la iniciacién cuando la RNA
polimerasa se une al promotor y separa las hebras de DNA, después la etapa de elongacion donde
la RNA polimerasa se va desplazando base por base para dar como resultado el surgimiento de una
cadena mRNA en crecimiento y finalmente la etapa de terminacién donde exista la secuencia
necesaria dentro de la cadena de DNA para finalizar este proceso. [

Etapa de Iniciacion: En primer lugar la RNA polimerasa reconoce un sitio
especifico del DNA bicatenario, llamado promotor. En este paso de
reconocimiento participan un conjunto de proteinas llamados factores de
transcripcion. Cuando se haya establecido la unidén de la RNA polimerasa
con el promotor, se disocia las hebras del DNA para que las bases de los
ribonucledsidos trifosfatados se apareen y se lleve a cabo el proceso de
polimerizacion. La etapa de iniciacion termina cuando se establece la union
de las primeras dos bases de ribonucleétidos de una cadena de RNA, a
través de un enlace fosfodiéster.
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o Etapa de elongacion: Después de la polimerizacion de varios ribonucleétidos,
la RNA polimerasa se separa del promotor y también de los factores de
transcripcion para llevar a cabo una etapa de elongacion. En esta etapa la
RNA polimerasa se mueve a lo largo del DNA molde de base en base,
abriendo el DNA por adelante e hibridando las hebras detras de si. Durante
esta etapa mas ribonucleétidos se van adicionando uno por uno al extremo
3’ de la cadena de RNA creciente. La labor de la RNA polimerasa y del
complejo de elongacion es mantener una velocidad constate de pares de
bases por minuto, aunque la molécula de RNA naciente es sumamente
estable, se requiere mantener este proceso intacto de otros para asegurar la
sintesis interrumpida de mRNA.

e Etapa de terminacion: Durante la etapa final de la sintesis de mRNA, el
transcrito primario, se libera de la RNA polimerasa y también se separa del
DNA molde. La culminacién se realiza mediante secuencias especificas de
nucleodtidos en el promotor que le sefalan a la RNA polimerasa cuando parar.
Cuando se libera la RNA polimerasa, esta lisa para volver a transcribir el
mismo gen u otro distinto.

Como se puede observar el papel que adquiere la RNA polimerasa es muy
importante esto debido a su conformacion estructural, es similar en todos los
organismos, tanto en funcién como en estructura. A continuacion se muestra la
estructura de una RNA polimerasa que ha sido caracterizada:
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Fig. 2.8 Estructura de la RNA polimerasa, se puede ver un modelo general con sus subunidades en
formas de cadena (sefialadas por colores), se puede observar la cadena de DNA que esta siendo
transcrita. Imagen realizada en PyMol Molecular Graphics System v.1.3. [10]

Estudios recientes de genomas de organismos han revelado el nUmero de genes
codificadores de proteinas y asi como la organizacion peculiar entre procariontes y
eucariontes, por ejemplo en las células procariontes existe una notable légica, es
decir los genes dedicados a un Unico objetivo metabdlico se suelen encontrar en
una disposicion contigua en el DNA. Dicha disposicion de genes en un grupo
funcional es llamada operén. La transcripcion del operén produce una hebra
continua de mRNA que después de ser traducido formara varias proteinas
diferentes, de forma tal que cada parte del mMRNA que contiene la informacion de un
gen sera una proteina funcionalmente relacionada con la que le antecede en la
hebra de RNA. En el DNA de los procariontes casi no existen discontinuidades entre
promotores por lo que el mMRNA se transcribe directamente en forma colineal.

Estos grandes cumulos de genes dedicados a una funcion metabdlica no se
presentan en las células eucariontes, aunque dichas funciones metabdlicas se
parezcan como es el caso de la levadura. En las células eucariontes los genes
especializados en una Unica via metabdlica estan separados fisicamente en el DNA,
e incluso suelen estar en diferentes cromosomas. Cada gen es codificado por su
propio promotor y transcrito en un mMRNA que se traducira en un péptido unico. Por
estudios sobre los mMRNA como una secuencia codificante ininterrumpida llegaron a
la conclusién de que la secuencia es discontinua en la secuencia del DNA molde,
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desde entonces se dice que existen partes o secciones codificantes llamadas
exones separados por segmentos no codificantes llamados intrones. Este increible
hallazgo en la biologia molecular determiné que se requiere un proceso auxiliar
altamente fiel y seguro para eliminar los intrones y juntar los exones, de esta forma
se podra tener un mMRNA altamente funcional en los eucariontes.

La siguiente etapa después de la terminacion de la transcripcion, en el caso de los
eucariontes como ya se mencion0, es un procesamiento del mRNA precursor a un
MRNA funcional, en el caso de las procariontes el proceso de traduccion puede
llevarse a cabo simultaneamente en el extremo 5 del mMRNA mientras que el
extremo 3’ aun se sigue sintetizando, esto no es posible en los eucariontes. Ademas
de la distancia que existe entre el nucleo y el reticulo endoplasmico rugoso, se tiene
primero un precursor de mMRNA también llamado transcrito primario que tiene que
ser procesado antes de iniciar la traduccion.

Una vez que fue procesado el mRNA que ahora es funcional es llevado al
citoplasma para iniciar el segundo proceso basico de la genética y biologia
molecular, la sintesis de las proteinas, de tal forma que la transcripcion y la
traduccion no pueden existir como procesos simultadneos en los eucariontes. Todos
los pre-mRNA son sometidos a dos modificaciones iniciales en sus extremos; una
de las primeras modificaciones que ocurre es en el extremo 5 del pre-mRNA, a
medida que este va emergiendo hacia la superficie de una RNA polimerasa I, el
extremo es sometido bajo control por varias enzimas que se encargan de sintetizar
el llamado casquete 5.

El casquete 5’ consiste en unir un 7-metilguanilato con el nucleétido terminal que se
encuentre en ese extremo a través de un enlace inusual 5’-5 trifosfato, este
casquete protege al mMRNA de cualquier degradacién enzimética y posteriormente
ayudard a su traslado al citoplasma. Adicional a este casquete se une un complejo
proteico que inicializard mas adelante el proceso de la traduccion. Mientras en el
extremo 3’ sufre una escision por accion de una endonucleasa para formar un grupo
hidroxilo libre. La enzima denominada poli(A) polimerasa le agrega a este grupo
libre una hilera de residuos de acido adenilico, esta zona del mMRNA es llamada cola
Poli (A).

La poli(A) polimerasa es parte de un complejo de proteinas que tiene como funcion
localizar y activar un transcrito, agregando un namero determinado de residuos de
adenina. Finalmente se necesita de los pasos de corte y empalme para dar por
terminado el procesamiento del MRNA, esto es el corte de los intrones y la union de
los exones, de tal manera que se tendra un mRNA funcional donde los extremos
son regiones no codificantes llamadas también regiones no traducidas 5’ y 3’ por
sus siglas en inglés UTR. EIl mRNA en procarionte suele tener un UTR mas corto
gue el mMRNA en eucariontes (Fig. 2.9).

En los genes de las células eucariontes al tener mdltiples intrones y un namero libre
de combinaciones de exones, cabe la posibilidad de ciertas variaciones entre ellos,
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se piensa que debido a que los exones codifican ciertos dominios proteicos, estos
grupos de exones o exon difieren muy poco respecto a su secuencia, es decir son
casi idénticos o idénticos. Existe una hipétesis que plantea que estos exones que
codifican un mismo dominio existen por la duplicacion accidental de un tramo de
DNA, que se extendia a lo largo de dos intrones, dando como consecuencia la
repeticion del exdn entre otros intrones.

Lo anterior permite llegar a la conclusion que gracias a la presencia de intrones se
permite la expresion de proteinas multiples y emparentadas de un mismo gen por
accion del corte y empalme. Las proteinas isomorfas son un claro ejemplo del claro
mecanismo de corte y empalme para los eucariontes superiores.

“La reciente determinacion de la secuencia de un gran numero de mRNA asilados
de diversos tejidos y la comparacion de sus secuencias con el DNA gendémico ha
revelado que casi el 60% de todos los genes humanos se expresan como mRNA
proveniente del corte y empalme alternativo.” 11]
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Fig. 2.9 a) Se muestra la estructura quimica del casquete 5 en un mRNA precursor, como se ha
mencionado es importante la existencia de esta region UTR para el proceso de la traduccién, imagen
realizada en ChemDoodle 2014 b) También se ejemplifica las regiones de los intrones y exones en
una cadena precursora de mRNA y que mediante un etapa de procesamiento se tendra un mRNA
funcional. Imagen disefiada en GIMP.

Puesto que para la célula, las proteinas son las que determinan su funcién y su
estructura, su estudio es muy importante en biologia molecular. Las decisiones que
toma la célula para iniciar la transcripcion de un gen que posteriormente se vera
reflejado como una proteina, es un mecanismo de control para regular una
produccion regulada de esta proteina considerando las condiciones fisiolégicas,
guimicas, fisicas del ambiente en las que se haya. Este mecanismo de control se
basa en detener o incentivar el inicio de la transcripcién, el factor a controlar es la
frecuencia con que se realizan los procesos, por ejemplo; si la célula quiere reprimir

26



la transcripcién de un gen lo que hara seré sintetizar a muy baja frecuencia el mMRNA
y la proteina o proteinas correspondientes, en caso contrario si quiere activar la
transcripcion de ese gen aumentara la frecuencia de sintesis de mMRNA y proteinas
correspondientes.

2.1.3.2 La Traduccion del mRNA al lenguaje proteico.

Como ya se menciono las proteinas realizan la mayoria de las actividades biologicas
ademas de que ellas mismas participan en su sintesis. El ensamble correcto de los
aminoacidos durante el proceso de traduccion es critico puesto que determina la
sintesis de proteinas funcionales y por consiguiente un funcionamiento correcto de
la célula.

U C A G
UUU  Phe UCU  Ser UAU  Tyr UGU  Cys U
v uucC Phe ucc Ser UAC Tyr uGcC Cys g
UUA Leu UCA Ser UAA Stop UGA Stop G
UuG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Trp
Cuu Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
C cuc Leu CcC Pro CAC His CGC Arg C
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg A
CUG Leu CCG Pro CAG GIh  CGG  Arg €
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
A AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
AUA lle ACA  Thr AAA  Lys AGA  Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys  AGG  Arg ©
GUU  Val GCU Ala GAU  Asp GGU Gly U
G GuUC Vval GCC  Ala GAC  Asp GGC Gly C
GUA  Val GCA  Ala GAA  Glu GGA Gly A
GUG  Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly ©

Tabla 2.3 Se muestran las combinaciones posibles de bases nucleédtidas (lenguaje de 4 bases
mMRNA) para la formacion de los 20 aminoacidos conocidos (representados por 3 letras), la columna
de laizquierda es el primer nucleétido del codén, la fila de letras de arriba es la segundo y la columna
de la derecha es el tercero. Es importante mencionar que la combinacion GUG suele codificar valina,
sin embargo, también puede codificar metionina, como es el caso de la leucina codificada por CUG,
esta metionina es coddn de inicio pero rara vez se presenta.

La Traduccién es un proceso biolégico en donde la secuencia de nucledtidos del
MRNA se utiliza para ordenar y unir los aminoacidos en una cadena polipeptidica,
este proceso tiene lugar en el citoplasma y participan tres tipos de moléculas
distintas de RNA en forma cooperativa:

1. EI RNA mensajero (mRNA): tiene la informacion genética transcrita desde el
DNA, la secuencia de nucledtidos es interpretada de tres en tres llamados
codones, cada codon especifica un aminoacido en especial.
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2. ElI RNA de transferencia (tRNA): es necesario para descifrar los codones en
el MRNA. Cada tipo de aminoacido tiene su subgrupo de tRNA, que une al
aminoacido y lo transporta en el extremo de la cadena creciente polipeptidica.
Para evitar errores, el tRNA correcto es seleccionado dependiendo de su
anticodén que tendréd que aparearse con las tres bases que forman el codon
complementario en el mMRNA.

3. El RNA ribosomal (rRNA): se mueve a lo largo del mRNA para catalizar el
ensamblaje de aminoécidos en formacién de cadenas polipeptidicas,
generalmente se asocian a un conjunto de proteinas para formar los
ribosomas, adicionalmente también se unen a los tRNA y diversas proteinas
auxiliares para la sintesis de proteinas. Los ribosomas estan compuestos por
una subunidad mayor y una menor, cada una tiene su propia molécula de
rRNA.

Se explicara con mayor detalle cudl es la funcion de cada uno de ellos en el proceso
de la traduccidbn y como se relacionan entre si. Las cadenas polipéptidicas
resultantes sufren plegamientos postraduccionales y estos cambios son necesarios
para hacer a una proteina funcional madura como por ejemplo algunas
modificaciones quimicas, que mas adelante se explicaran.

De los 64 codones posibles (Tabla 2.3) en el codigo genético, 61 codifican
aminoacidos individuales y tres codones son de terminacion, la mayoria de los
aminoécidos son codificados por mas de un coddn, sélo la metionina y el triptéfano
son codificados por un Unico coddn en caso contrario la leucina, la serina y la
arginina estan codificados por seis codones, se dice que el codigo es degenerado
porque mas de un codon puede especificar el mismo aminoacido. Como se
mencionod estos codones estan contenidos de tres en tres bases del mMRNA y su
traduccion comienza con la metionina (AUG), que sera codon de inicio o iniciador
para las células eucariontes y procariontes.

En algunas células eucariontes se consideran como codon inicial CUG, en el caso
de los codones UAA, UGA y UAG seran considerados como codones de terminacion
que marcan el carboxilo terminal de las cadenas polipeptidicas. Se ha establecido
un marco de lectura para conocer la secuencia de aminoacidos que tiene una
proteina, para ello, se considera la secuencia a partir del codén de inicio especifico
hasta un codon de terminacioén, debido a que este cddigo genético es un codigo de
triplete habra tres marcos de lectura diferente. Esta disposicion lineal de
ribonucledtidos en el mRNA determina la secuencia lineal exacta de los
aminoacidos que conformaran una proteina.

Algunos mRNA han demostrado tener informacién superpuesta en los diferentes
marcos de lectura, pero generalmente los mRNA sélo pueden ser leidos en un
marco de lectura por exclusion de los otros dos marcos de lectura, debido que estos
llegan a los codones de terminacion primero antes de que se complete toda la
secuencia de la proteina funcional. También existe otra forma de leer la secuencia
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de aminoéacidos en una proteina como el frameshifting o corrimiento de marco de
lectura.

a) b)

3
Lugar de unién OH Secuencia del ARN
- transferente de

del aminoacido
alanina de levadura

Anticodén JST“O'

Fig. 2.10 a) Se muestra la estructura del tRNA; cuatro tallos de bases apareadas y tres bucles, la
secuencia CCA aparece en todos los tRNA en el extremo 3’, también la unién de un aminoacido en
este extremo forma aminoacil-tRNA. Las bases estandares A, U, G y C se madifican, tal es el caso
de la dihidrouridina (UH2) que siempre aparece en ese bucle variable del tRNA, también la
ribotimidina (T) y seudouridina (¥) en el bucle morado (Bucle T¥CG), entre otras bases modificadas.
El anticoddn es la parte de abajo que se unird a sus bases complementarias en el mRNA. 12 b) Se
muestra un modelo en 3D del tRNA. Hecha en JSMol. 23]

Para que se lleve a cabo la traduccién del lenguaje de cuatro bases del DNA y
MRNA al lenguaje de los 20 aminoacidos a parte de los RNA mencionados, se
necesita las enzimas denominadas aminoacil-tRNA sintetasas. EI tRNA patrticipa en
este proceso, estando unido a un aminoacido en particular a través de un enlace de
alta energia, a esta conformacion se llama aminoacil-tRNA, para que el aminoacido
que contiene esta union se active y se una a la cadena polipeptidica creciente, el
anticodon en el tRNA deberd aparearse con un codon del mRNA. Se han
identificado alrededor de 30 a 40 tRNA en las células bacterianas y cerca de 50
hasta 100 en las células animales y vegetales, lo que permite concluir que el nimero
de tRNA en la mayoria de las células es mayor al nimero de aminoéacidos utilizados
en la sintesis de proteinas en consecuencia un aminoacido tendra mas de un tRNA
al que pueda fijarse.

Las moléculas de tRNA gue poseen de 70 a 80 nucleotidos de largo dependen de
la exactitud de sus estructuras tridimensionales, tipicamente se pliegan en una
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disposicion de tallo con un bucle, como una hoja de trébol. Sus cuatro tallos son
hélices dobles y cortas, mantienen esta disposicion por el apareamiento de pares
de bases, de estos tres tienen bucles, de forma que el tallo sin bucle contienen los
extremos 3’ y 5’ de la cadena. El anticoddn estard en una posicion accesible para el
apareamiento, esto es en el centro de un bucle.

Ademas de esta disposicion estructural de los tRNA, todos tienen en el extremo 3’
del tallo aceptor la secuencia CCA, la cual se adiciona al terminar la sintesis y
procesamiento de tRNA, incluso ocurren ciertas modificaciones después de su
sintesis que también son estudiadas en la biologia molecular. Si se viera la molécula
plegada de tRNA en tres dimensiones, el tRNA tiene una forma de L con el bucle
del anticoddn y el tallo aceptor formando los extremos de los dos brazos. (Fig. 2.10)

Si el apareamiento de bases entre codones y anticodones fuera perfecto, las células
deberias tener exactamente 61 especies distintas de tRNA, es decir una por cada
codon, sin embargo no es asi, porque el nimero de tRNA es menor. La explicacion
de que el numero de tRNA sea menor depende de la capacidad de un solo tRNA
puede reconocer mas de un codon correspondiente a un aminoacido, esto no ocurre
con todos los tRNAs como los especificos para metionina y triptéfano que soélo
reconocen un anticodon especifico.

El reconocimiento de més de un codon se debe a un apareamiento inusual entre la
bases en la posicion llamada de balanceo. La tercera base (3’) de un codén de
MRNA y la primera base (5’) del anticodon del tRNA, en otras palabras, la primera
y la segunda base de un codon en el mMRNA forma un par de base estandar Watson
y Crick con la tercera y segunda base de un anticodén en el tRNA (siguiendo la
orientacion 5° -> 3’), pero en la posicidbn de balanceo pueden ocurrir cuatro
interacciones no estandar.

En particular cabe destacar el par de bases GU que es muy similar estructuralmente
con el GC, entonces en la posicion de balanceo en el tRNA cuando se presente G
se podra aparear con C o U en la tercera posicion del codén en el mRNA. Por
ejemplo, los codones que traducen la fenilalanina UUU y UUC son reconocidos por
el anticodon del tRNA como GAA. Los codones del tipo NNPir, donde N es cualquier
base y Pir es una pirimidina codifican un Unico aminodcido y son decodificados por
un unico tRNA con G en la primera posicion del anticodon. Es raro que se encuentre
una adenida en la primera posicion de balanceo del anticodén, en muchas plantas
y animales en esta posicion contienen inosina (I), que quimicamente hablando es
un producto desaminado de la adenina.

En el caso de inosina, esta pueda formar un apareamiento no estandar con las
bases A, C y U. Entonces un tRNA con inosina en la posicién de balanceo puede
reconocer los codones de mRNA gue tengan en su tercera posicion con A, C o U,
esta es la principal razén que los tRNA con inosina tiene una gran aplicacion en el
proceso de la traduccion de codones sindnimos que especifican un Unico
aminoacido. Por dar otro ejemplo, la leucina que se codifica con los siguientes
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cuatro codones de los seis: CUA, CUC, CUU y UUA son reconocidos por el mismo
tRNA cuyo codon es GAl (posicion 3’ -> &', también leida IAG de la orientacion
normal), debido a que la inosina en la posicién de balanceo forma un apareamiento
no estandar con la tercera base de los cuatro codones (Fig 2.11).

5 MRNA 37 tRNA

3
d 5
tRNA 5" mRNA 3~
C A G U C A G U |
G U C A G U U A C
I I U G C G A
I U

Fig. 2.11 En los cuadros de arriba se muestran las combinaciones que se pueden presentar como
apareamiento no estandar de bases entre el codén y el anticodén, como se mencioné la posicién de
balanceo se establece entre el nucleétido 3 del mMRNA y el 1 el tRNA. En el caso del anticoddn del
tRNA, la inosina puede formar pares de bases con C, Ay U, asi como la U y G puede aparearse con
dos bases diferentes. La teoria dice que es posible en encontrar A en la posicién de balanceo aunque
su presencia en la naturaleza es muy improbable. 114

Una vez estudiados los detalles para la conformacién de la paridad de bases entre
el tRNA y el mRNA, se procedera a la explicacién de las etapas que se llevan a
cabo para la traduccion, es importante decir que la sintesis de proteinas y la
traduccion no es lo mismo, entiéndase mejor como un proceso necesario para la
conformacion de otro proceso. Es decir que para que exista la sintesis de proteina
se necesita del proceso de la traduccion.

El reconocimiento del codon en el mMRNA por el tRNA es el segundo paso de la
decodificacion del mensaje genético. El primer paso que debe de ocurrir antes de
este reconocimiento, es la fijjacion de un aminoéacido especifico al tRNA, mediante
el trabajo de una aminoacil-tRNA sintetasa. Cada una de las 20 sintetasas
diferentes reconoce un aminoacido asi como todas las moléculas de tRNA
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analogas. Lo que hacen estas enzimas acoplantes es unir un aminoacido al hidroxilo
2’ 0 3’ libre de la adenosina en extremo 3’ terminal del tRNA (como se menciond
anteriormente el extremo 3’, tiene una terminacion CCA) mediante una reaccion que
requiere ATP.

En algunas ocasiones las aminoacil-tRNA sintetasas pueden llegar a producir
errores debido a la similitud de los aminoacidos, para corregir estos posibles errores
las mismas enzimas realizan una actividad de correccion llamada proofreading, esta
funcién de las sintetasas ayuda a garantizar que un tRNA entregue el aminoacido
correcto.

Para una eficiente traduccién del mMRNA, el complejo RNA-proteina més abundate
en las células, el ribosoma participa en este proceso, de cualquier otra forma la
velocidad de polimerizacion de aminoacidos seria muy baja. El ribosoma dirige la
elongacion de un polipéptido a una velocidad de tres a cinco aminoacidos
agregados por segundo. Esto también permitird concluir que; una proteina con
menor nimero de aminoacidos se sintetizara mas rapido que una que tenga mayor
namero de aminodacidos, por ejemplo la titina que tiene aproximadamente 30,000
residuos tarda mucho mas tiempo en su sintesis que otras proteinas que tienen
entre 100 y 200 aminoacidos. Gracias a las técnicas como la radiomarcacion in vitro
y el uso del microscopio electronico se llegd a entender mas de la funcion del
ribosoma en la sintesis de proteinas.

2.1.3.2.1 El ribosoma, estructura y funcion.

El ribosoma se compone de tres o cuatro moléculas de rRNA y un cumulo de
proteinas distribuidas en la subunidades mayor y menor tanto como estas y las
moléculas de RNA su suelen designar con unidades de velocidad de sedimentacion,
Svedberg (S).

La subunidad menor contiene una molécula unica de RNA llamada rRNA pequefio
y la subunidad mayor contiene una molécula de rRNA grande. Son caracteristicas
distinguibles de los subunidades en las células eucariontes y bacterianas, la longitud
de las moléculas de rRNA, la cantidad de proteinas en cada subunidad y tamafios
de las mismas (Fig 2.12). Actualmente se conocen las secuencias de rRNA grandes
y pequefios de miles de organismos y a pesar de las variaciones de los nucleétidos
se tienen estructuras similares de rRNA de tallos y bucles.

Los ribosomas tienen 3 sitios de union llamados por letras A, E, y P, en el sitio A se
une el aminoacil-tRNA, en el sitio P es donde ser formara la cadena creciente que
mas adelante sera la proteina y el sitio E sera el sitio de salida de los tRNA.
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Fig. 2.12 Las estructuras generales de los ribosomas en células eucariontes y procariontes, se
muestran las dos subunidades que conforman al ribosoma asi como las cadenas de rRNA con su
longitud correspondiente en nucleotidos y adicionalmente se muestran sus equivalentes en
unidades Svedberg(S). 9

Durante la traduccion, un ribosoma se mueve a lo largo de una cadena de mRNA
con la interaccion de distintos factores proteicos y los tRNA, sufriendo algunos
cambios conformacionales. La cristalografia de rayos X ha permitido saber no solo
las dimensiones y formas del ribosoma sino también conocer las posiciones exactas
de unién con el tRNA durante la elongacion.

2.1.3.2.2 La sintesis de proteinas.

Una vez conocidos los participantes involucrados en la traduccion, es decir los
diferentes tipos de RNA, también los tRNA aminoacilados y los estructuras
complejas de los ribosomas, se vera con mayor detalle cada proceso bioquimico
necesario para la sintesis de proteinas, al igual que el proceso de la transcripcion
se suele explicar el proceso de la traduccidn con tres etapas: iniciacion, elongacion
y terminacion.

El primer evento en la traduccién es una identificacién del codén de inicio que como
se dijo anteriormente en la mayoria de los casos es AUG (metionina), esto con la
intencion de establecer el marco de lectura correcto, por consiguiente se vuelve un
aspecto critico. En las células eucariontes como procariontes existen dos metionina-
tRNA diferentes: tRNA:Met y tRNAMet el primero puede iniciar con la sintesis de
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proteinas y el segundo solo se puede incorporar la metionina a la cadena
polipeptidica como un aminoacido mas.

La existencia de estos dos tRNA que tienen activados a la metionina, se debe a que
la aminoacil-tRNA sintetasa (MetRS) carga ambas metioninas al tRNA, pero sélo
tRNA1Met es capaz de unirse al sitio apropiado sobre la subunidad ribosémica menor,
en el sitio P para comenzar la sintesis de una proteina, en cambio los demas tRNA
cargados y la tRNAMet solo se uniran al sitio A.

Antes de iniciar el proceso de la traduccion, tuvo que haberse formado un complejo
de preiniciacion, el cual estd conformado por la subunidad menor del ribosoma unido
a un conjunto de proteinas y el Met-tRNA:Met con un GTP. Se puede inhibir la
sintesis de proteinas a través de la hidrdlisis del GTP, debido a que, por si solo a
este complejo le es imposible intercambiar el GDP por GTP. Si no esta unida la
molécula de GTP no se podra unir a un tRNA:1M®t dando como lugar la inhibicion de
todo el proceso.

Las etapas de la traduccién son:

1) Iniciacién: Un complejo proteico detecta y se une el casquete 5 del mMRNA
que sera traducido, después se producira la unién de estos dos ultimos con
el complejo de preiniciacion, para formar el complejo de iniciacion. Una vez
realizado este paso, el complejo sera capaz de deslizarse y rastrear la
cadena de mRNA gracias a la energia que proporciona el ATP, asi como
desenrollar la estructura secundaria que pudiera tener el mRNA.

El rastreo termina cuando el anticodén del tRNA:Met encuentra el codén de
inicio (AUG) en direccion rio abajo respecto a la orientacion 5’ a 3.

El reconocimiento del codon iniciador conduce la hidrolisis del GTP unido al
complejo (proceso irreversible), una forma de facilitar el reconocimiento
correcto del coddn iniciador es mediante la presencia circundante de
nucleodtidos especificos llamados la secuencia de Kozak, en honor a Marilyn
Kozak quien la definié asi: (5°’)ACCAUGG(3’) .

Una vez producida la unién correcta del anticodén del tRNA1Met con el codén
de inicio, se produce la unién de la subunidad ribosoma mayor con la menor,
dando como resultado, la unidad ribosbmica completa , se necesita de la
accion del factor elF5 y la hidrélisis de un GTP asociado, este proceso
también es irreversible, las subunidades no se separaran hasta que haya
finalizado toda la traduccion del mRNA, mas adelante se vera porque se
mantiene fija la cadena polipeptidica creciente en la epata de elongacion (Fig.
2.13)
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Fig. 2.13 En la etapa de iniciacion, un ribosoma disociado en sus dos subunidades se
prepara para la traduccion del mMRNA, posteriormente se une un aminoacil-tRNAMet con el
factor elF1A y el complejo elF2-GTP a la subunidad menor. Después se une un complejo de
proteinas elF4 con el mRNA (unién a través de elF4E-casquete 5’ del mRNA), para formar
mediante la unién de la subunidad elF4G con elF3 un complejo de iniciacion. Gracias al
reconocimiento del codén de inicio, se lleva a cabo un proceso irreversible de hidrolizacién
del GTP, liberando de esta forma las proteinas asociadas al complejo de iniciacion, este
proceso también requiere de ATP y su descomposicién en ADP y un fosfato. Una vez que el
aminoacil-tRNA1Met y coddn de inicio forman un apareamiento, la subunidad mayor con el
factor elF6 y la ayuda de un complejo elF5-GTP formaran una unién entre subunidades,
dando lugar a un ribosoma con el codén mRNA apareado con un anticodén de un aminoacil-
tRNA, especificamente del aminoacido metionina (la mayoria de las veces). [

Elongacion: Una vez construido el complejo completo ribosémico con el
tRNA:Mety el coddn de inicio, el proceso siguiente es de la elongacién, donde
se agrega aminoacido por aminoéacido a la cadena polipéptidica dependiendo
de lo que establezca el marco de lectura del mRNA. Al igual que la iniciacion
se requieren de proteinas especiales en este proceso llamadas factores de
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elongacion (EF), que participaran en tres pasos claves: la entrada de cada
aminoacil-tRNA, la formacion del enlace peptidico y el movimiento de
translocacion del ribosoma de codén en codon.

Cuando el Met-tRNA1Met estd ubicado en el sitio P (sitio de unién) del
ribosoma recién ensamblado, el segundo aminoacil-tRNA entra al ribosoma
como un complejo ternario con EF1a-GTP y se une al sitio A. Si se forman
un par de base correcto entre el codon del mRNA en esa zona y el anticodén
del aminoacil-tRNA, el GTP se hidroliza del EF1 a-GTP, este a su vez
provocara un cambio conformacional en el ribosoma, estableciendo una
union fuerte entre el aminoacil-tRNA vy el sitio A, asi como la liberacion del
complejo EF1 a-GDP resultante, también se aproxima el extremo 3’
aminoacilado del tRNA con el extremo 3’ Met-tRNA:Met en el sitio P.

Si no se llegara a producir la paridad entre el codon y el anticodén, no se
podria realizar la hidrolizacién del GTP y por ende no se produce la unién
fuerte ya mencionada. En este caso el complejo ternario se difunde y deja
libre el sitio A, para que se una el aminoacil-tRNA adecuado después, esta
accion contribuye a la fidelidad de la sintesis de una proteina.

Una vez que exista el Met-tRNA1Vet iniciador en el sitio P y un segundo
aminoacil-tRNA perfectamente apareado en el sitio A, el grupo a-amino del
segundo amino&cido reacciona con la metionina activada formando un
enlace peptidico, para aumentar la velocidad de la formacion de estos
enlaces se lleva a cabo una reaccién peptidiltransferasa y es catalizada por
la subunidad mayor del ribosoma, permitiendo la orientacion adecuada de los
atomos para dichos enlaces.

Una vez producido un enlace péptido entre dos aminoécidos, el ribosoma se
desplaza un coddn, esta translocacion es promovida por la hidrélisis del GTP
en el EF2-GTP. Después el tRNA:1M®t es desplazado al sitio E (de salida)
sobre el ribosoma, en ese mismo instante el segundo tRNA unido por un
enlace covalente a un dipéptido, llamado peptidil-tRNA se mueve al sitio P.
Este proceso de translocacién vuelve a cambiar la conformacién inicial del
ribosoma, en donde el sitio A esta disponible y es capaz de aceptar a otro
tRNA con su complejo EF1 a-GTP.

La repeticién de cada ciclo de elongacion adiciona un aminoacido al extremo
C-terminal de un polipéptido creciente, siguiendo el marco de lectura del
MRNA hasta que se encuentra un codon de stop o de finalizacion, falta
mencionar que los tRNA ubicados en el sitio E son expulsados en cada ciclo.
En el orden en que la cadena polipéptidica va creciendo va siendo dirigida a
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un canal la subunidad mayor del ribosoma cuya salida es un lado opuesto de
la subunidad menor que interacta (Fig. 2.14).

Met 1\ -

5 b e
P A
Ribosoma 80S -:»
—_— @ EFla) - GTP
Entrada del n EFla) .GTP & @
préximo aatRNA a_') EFla) . GTP
en el sitio A
«GTP

Hidrélisis de GTP, E EFla).GTP + P,

cambio conformacion

del ribosoma Que conduce a una

union fuerte del aminoacil
RNAt en el sitio Ay se
libera el factor alfa

Formacion del
enlace peptidico

e
EF2 «.GTP
TranslocaC|on del n EF2 .GDP + P
ribosoma '

Fig. 2.14 El ciclo de elongacién permite la adicion de aminoacido por aminoacido en la
cadena polipeptidica, una vez que en el sitio P se encuentra el amonoacil-tRNA:1Met, un
complejo terciario conformado por un aminoacil-TRNA y la unién de EF1a-GTP se une al
sitio A, siempre y cuando exista complementariedad quimica. La hidr6lisis del GTP permite
la liberacién de EF1a-GDP vy un fosfato, asi como un cambio conformacional del ribosoma
que servira para la translocacion de codén en codén, antes de este movimiento, el rRNA
mayor cataliza un enlace peptidico entre los dos aminoacidos, provocando que la cadena
creciente se mantenga en el tRNA ubicado en el sitio A. Finalmente cuando el
desplazamiento es producido, el sitio A queda libre para la llegada de un nuevo aminoacil-
tRNA y el primer tRNA es expulsado posteriormente en el sitio E. 7]
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3) Finalizacién: para esta Uultima etapa existirdn sefales moleculares que
decidirdn el destino de todo el complejo de traduccion, estas sefiales son
llamadas factores de liberacion (RF). Se han estudiado dos tipos de factores
de liberacion: el eRF1 eucarionte y el eRF3.

El eRF1 es similar en estructura al tRNA y reconoce el coddn de terminacién
en el sitio A y el eRF3 es una proteina de union al GTP, de tal manera que
ambas proteinas promueven la ruptura del peptidil-tRNA, liberando de esta
forma la cadena proteica completa.

Después de la liberacion de la cadena polipéptidica, se pliega en su
conformacion tridimensional nativa, este proceso es facilitado por las
proteinas conocidas como chaperonas. Los factores de liberacion también
promueven la liberacién del ribosoma en sus subunidades, asi como la
liberacion del mMRNA y el tRNA terminal. Cabe mencionar que en el momento
que realiza la liberacién de la cadena polipéptidica ya se puede llamar
proteina (Fig 2.15).
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Fig. 2.15 Cuando se identifica un codén de terminacion por los factores de terminacion
(eRF1 + Erf3-GTP), se hidroliza el GTP por GDP y un fosfato provocando la rotura del
peptidil-tRNA y la separacién de las unidades ribosémicas y el mRNA ya traducido. De esta
forma se puede volver a traducir el mismo mRNA u otro. [8l
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Como se puede observar a lo largo de todo ese proceso biologico, se necesita la
intervencién de varias proteinas de union al GTP, estas proteinas pertenecen a la
superfamilia de las GTPasas que actian como interruptores en la presencia del GTP
(activadas) o la ausencia del mismo en forma con GDP (inactivas). Se piensa que
la hidrolisis del GTP no s6lo provoca un cambio conformacional a la GTPasa sino
también a las proteinas asociadas en los procesos moleculares.

2.2 Proteinas.

Una vez estudiados los procesos que forman parte del dogma central de la biologia,
se iniciaria con el tema principal de esta tesis; las proteinas. Se requiere de la
transcripcion y de la traduccion para la sintesis de proteinas, y como ya se mencioné
las proteinas son las moléculas operadoras de la célula, toman un papel importante
para la sobrevivencia y subsistencia a través de la reproduccion celular. Ademas
desarrollan todas las actividades de todo el programa codificado por los genes.

Las enzimas son un tipo de proteina que se encargan de catalizar las reacciones
quimicas intracelulares y extracelulares, con una frecuencia y especificidad precisa.
Otras proteinas también son agrupadas como proteinas estructurales, las cuales
ayudan a darle a la célula una rigidez estructural. También hay proteinas
transportadoras que controlan el flujo de materiales a través de la membrana celular,
las proteinas reguladoras, que actian como sensores e interruptores para controlar
la actividad de otras proteinas y la funcion de los genes, las proteinas sefializadoras
como las que estan en la superficie celular y actian como receptoras o bien las que
transmiten sefiales del exterior al interior de la célula. Y finalmente las proteinas
motoras que producen el movimiento celular.

Como se puede observar, las multiples funciones que desarrollan las proteinas son
tan variadas que, no depender de ellas seria un suicidio para la célula. Las proteinas
tienen un disefio funcional muchas de las cuales tienen partes mdéviles, las cuales
son capaces de transmitir fuerzas y utilizar la energia del medio de forma ordenada,
sin embargo, para procesos mas complejos como la traduccion, transcripcion, la
fotosintesis y los mecanismos de transduccion de sefiales en los organismos se
necesitan enormes conglomerados macromoleculares Illamadas maquinas
moleculares.

Los bidlogos moleculares y genetistas se han encargado de hacer una lista de las
partes que componen dichas maquinarias, gracias a la secuenciacion masiva de
organismos se ha logrado a pasos agigantados el conocimiento de esta parte de la
biologia, también se han hecho listas de todas las proteinas que conforman un
organismo llamadas proteomas. La bioinformatica y el super cémputo han permitido
gue las secuencias de organismos se obtengan de manera mas rapida y ademas
de predecir el nUmero y estructura primaria de proteinas codificadas.
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Sera de interés de esta tesis, el proteoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae
puesto que se disefiard la base de datos para mas de 6,000 proteinas que
conforman su proteoma. Sin embargo, el proteoma del ser humano es mucho mas
grande que la levadura, aproximadamente cinco veces mas. Al comparar los
proteomas, se pueden clasificar las proteinas de un organismo y deducir sus
funciones por homologia con proteinas conocidas. Incluso la funciéon de una
proteina puede ser deducida por las interacciones con otras proteinas o bien de la
bioquimica del complejo al que pertenece.

En este subtema, se hablara de las estructuras moleculares de una proteina y sus
funciones que desempafa en disposicion de su estructura. También aquellas
proteinas que contribuyen al plegamiento de las demas proteinas y las
modificaciones que tienen lugar después de la sintesis de la cadena proteica
llamadas modificaciones postraduccionales y finalmente de los mecanismos de
degradacion.

2.2.1 Estructura de las proteinas.

Las proteinas se pliegan adquiriendo una forma Unica, estabilizada por los enlaces
no covalentes entre regiones de la secuencia lineal de aminoacidos. La organizacion
especial de la proteina sera clave para el entendimiento de su funcién, de forma que
cuando una proteina se encuentra en su estructura tridimensional correcta sera
capaz de funcionar con eficiencia y bien se puede definir asi:

“La funcion deriva de la estructura tridimensional y la estructura tridimensional esta
establecida por la secuencia de aminoacidos.” 19

La estructura general de una proteina se conforma por cuatro niveles de
organizacion, empezando con sus mondmeros que la constituyen; los aminoéacidos.

a) Estructura primaria: Como se menciond al inicio de este tema, en la parte de
las unidades estructurales quimicas de la célula, una proteina es una cadena
polipeptidica mediante la unién de los grupos N amidos, los carbonos a y los
grupos carboxilos de los aminoacidos que la conforman, donde se proyectan
los distintos grupos de cadenas laterales. Debido al establecimientos de los
enlaces peptidicos, la cadena principal exhibe una polaridad porque todos
los grupos aminos se ubican siempre del mismo lado de los atomos de
carbono a, entonces unos de los extremos de una proteina tendra un grupo
amino libre (N-terminal) y otro en el extremo un grupo carboxilo libre (C-
terminal). (Fig. 2.16)

Por convencion la secuencia de una cadena polipeptidica inicia con un
aminoacido N-terminal hasta un aminoacido C-terminal (de izquierda a
derecha respectivamente). La estructura primara de una proteina es la
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disposicion lineal de los residuos o comunmente llamada secuencia, de los
aminoacidos que la componen.

Las cadenas cortas bien definidas entre la unién de varios aminoéacidos se le
llama péptido y en consecuencia las cadenas mas largas se llaman
polipéptidos y como es notable se emplea el termino polipéptido para hacer
referencia a la proteina. El tamafio de una proteina se da en su peso
molecular o en su masa (daltons [Da]), en el caso de las proteinas de la
levadura, el peso molecular promedio es de 50.8 kDa y contienen en
promedio 456.67 residuos de aminoacidos. 12

i Puentes de Hidrégeno
@ Oxigeno

O Hidrégeno

. Carbon

(3] Nitrégeno

@Residuo

Fig. 2.16. Estructura primera de una proteina formada por la union de los aminoécidos mediante los
enlaces péptidos, los residuos se proyectan hacia al exterior y se puede observar que van desde una
region N terminal hasta una C terminal.

b) Estructura secundaria: este segundo nivel de jerarquia consiste en la
diversidad de disposiciones espaciales que una proteina puede tener. Estas
disposiciones resultan del plegado de partes especificas de una cadena
polipeptidica, una proteina puede exhibir mdultiples tipos de estructuras
secundarias en funcién de su secuencia. Si no existen las interacciones
estabilizadores no covalentes, la proteina adquiere estructuras conocidas
como enrollamientos al azar, en caso contrario si se establecen puentes de
hidrégeno estabilizadores, las proteinas pueden formar estructuras
periodicas bien definidas como: hélices alfa (a), hojas beta (B) y giros cortos
en forma de U.

Estudios revelan que el 60% de una proteina se encuentra en forma de
hélices a y hojas [, el resto son enrollamientos y plegamientos al azar por lo
tanto se dice que las hélices a y hojas [3, son las estructuras de sostén en las
proteinas (Fig. 2.17).
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Il)

1)

Hélice a: Es un segmento bien definido considerado estructura
secundaria, donde el &tomo de oxigeno del carbonilo de cada enlace
peptidico se une mediante un puente de hidrogeno al atomo de
hidrogeno amido del aminoacido ubicado cuatro residuos después
(direccion al C terminal). Esta estructura secundaria ademas de dar
forma, proporciona cierta polaridad, la razén es que los donantes de
los puentes de hidrégeno no tiene la misma orientacién. La cadena
principal se mantiene como un cilindro parecido a un bastén, y las
cadenas laterales apuntan hacia el exterior, estos ademas
determinaran la cualidad hidréfoba de la hélice.

Hoja B: esta estructura estda compuesta por hebras B agrupadas
lateralmente. Estas Ultimas hebras son segmentos cortos de alrededor
de cinco a ocho residuos, la union entre hebras 3 adyacentes es
mediante puentes de hidrégeno ya sea dentro de la misma cadena
polipeptidica o entre otras cadenas polipeptidicas diferentes. Esta
unién dara como resultado la hoja. La planaridad del enlace peptidico
fuerza a la hoja B a plegarse, de ahi que también reciba el nombre de
hoja B plegada o hoja plegada. Poseen de una polaridad definida esto
debido a la orientacién de su enlace peptidico, por lo tanto las hebras
adyacentes pueden estar en disposicion antiparalela o paralela
respecto a la otra. En algunas proteinas forman con las hojas j3, la
base de un bolsillo de unién.

Giros: se ubican en la superficie de una proteina compuestos por tres
o0 cuatro residuos, formando plegamiento agudos que vuelven a
dirigirse al interior de la cadena principal. Al igual que los casos
anteriores, estas estructuras secundarias se estabilizan mediante
puentes de hidrégeno entre los residuos terminales, adquiriendo una
forma de U. Generalmente en estos giros estan involucradas la glicina
y la prolina. Estos giros le permiten a la proteina plegarse en
estructuras muy compactas, también pueden tener curvaturas mas
largas llamadas bucles. Estos ultimos exhiben formas muy variadas a
diferencia de los giros.
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Fig. 2.17. En las imégenes de arriba se muestran las estructuras secundarias de las proteinas, a) las
hélices a marcadas con colores azul y amarillo, imagen realizada en ChemDoodle Web
Componentes 21, b) se marcan dos hojas B de lo color rojo, imagen realizada en ChemDoodle Web
Componentes [22 y finalmente c) se puede ver los giros de color verde y algunas hélices a y hojas B,
esta imagen fue realizada con PyMol. [23]
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c) Estructura terciaria: referida a la conformacion global de la proteina o bien su
disposicion tridimensional de todos sus residuos de aminoacidos, estas
estructuras no se estabilizan mediante puentes de hidrégeno sino entre
interacciones hidréfobas entre las cadenas laterales polares y enlaces
peptidicos, ademas de compactar las estructuras secundarias ya
mencionadas. Las interacciones hidrofobas al ser enlaces quimicos débiles,
hacen que las estructuras terciaras de las proteinas no se mantengan fijas,
sino que sufren fluctuaciones continuas y momentaneas. Esta caracteristica
es muy importante ya que determinara el funcionamiento y regulacion de las
proteinas.

Existen diversas formas de representar la estructura tridimensional de una
proteina (Fig 2.18), estas son:

a) Trazar el curso de los atomos de la cadena principal mediante una
linea solida.

b) Trazar la localizacion de cada atomo mediante esferas y bastones.

c) Utilizar simbolos taquigraficos comunes para representar la estructura
secundaria, como por ejemplo cintas enrolladas o cilindros para las
hélices a y cintas planas o flechas para las hojas 8 y finalmente hebras
delgadas y flexibles para representar los bucles o los giros.

Secuencia de la cadena principal Cintas y flechas Esferas y bastones

Fig. 2.18. Muestras de las diferentes representaciones con la misma proteina, la
representacion de la cadena principal del lado izquierdo, donde los aminoacidos adquieren
un color en especial y la imagen del centro es la representacion con cintas y flechas, ambas
imagenes fueron hechas en ChemDoodle Web Componentes y finalmente la representacion
de esferas y bastones, esta imagen fue hecha en PyMol. 24

La imagenologia y el computo han permitido describir mas caracteristicas
gue las diversas formas de presentacion de una proteina ya mencionadas,
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como por ejemplo configurar un mapa de las regiones que tienen ciertas
caracteristicas quimicas, como la hidrofobicidad, acidez o basicidad, ademas
de revelar la topografia de la superficie proteica y la distribucién de carga.

Existen combinaciones particulares de estructuras secundarias llamadas
motivos 0 plegamientos, estos construiran las estructuras terciarias de una
proteina. Las topologias particulares de motivos pueden determinar una
funcién en particular, por ejemplo el motivo hélice-bucle-hélice se une con
Ca*?, que tiene ciertos residuos hidréfilos en posiciones invariables en el
bucle, en donde sus atomos de oxigeno se unen al ion calcio mediante
puentes de hidrégeno.

Este motivo también es llamado mano EF, se ha encontrado en mas de 100
proteinas de unién de calcio. Otro motivo muy conocido son los dedos de
cinc, es muy comun encontrarlo en las proteinas de union al DNA o al RNA,
posee tres estructuras secundarias (una hélice a y dos hebras B con
orientacion antiparalela) formando un haz que se mantiene unido mediante
un ion zinc. Muchas proteinas (casi siempre las fibrosas) también ocupan un
tercer motivo conocido como la espiral enrollada para asociarse mutuamente
en oligobmeros. La formacion de dicho motivo ha sido estudiado a detalle
debido al caracter antipatico de algunas hélices a que participan en su
estructura (Fig. 2.19). Existen otros cientos mas de motivos y en la actualidad
las proteinas se pueden clasificadas de acuerdo a ellos.

En proteinas de peso molecular mayores a 15,000 sus estructuras terciarias
estan subdividas en regiones denominadas dominios. Un dominio es
considerado una zona de un polipéptido plegada en forma compacta,
mediante la difraccidn por rayos Xy la cristalografia se han podido reconocer
alguno de ellos. Estos estan conformados por diversos motivos y
generalmente suelen tener la abundancia de un amino&cido en especial o0 un
motivo en particular.

Existen diversas formas de clasificar los dominios, como por ejemplo
dependiendo de su funcion (funcionales). Los dominios funcionales van
dirigidos a la actividad de la proteina, logrando asi identificar aquellos
dominios relacionados a la actividad catalitica, a la capacidad de union, etc.

De la misma forma que los motivos ayudan a determinar la estructura
secundaria de una proteina, asi los dominios para la estructura terciara.
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d)

Fig. 2.19 Diferentes motivos se han caracterizado en la imagenes de arriba, del lado derecho
se muestra el motivo mano EF, se pueden observar dos subunidades y las estructuras
secundarias hélice, bucle y hélice ademas se resalta el ion Ca?* como una esfera. [?°] La
imagen del centro es el motivo dedos de zinc, al igual que la imagen anterior se resalta los
iones de zinc y se puede observar la estructura hélice alfa y dos hojas betas antiparalelas.
(281 Y finalmente la espiral enrollada. 271 Imagenes hechas en NDKmol para Android.

Estructura cuaternaria: es el conjunto de proteinas multiméricas (dos o mas
polipéptidos) que tienen un numero especifico de proteinas asociadas y
posiciones relativas conocidas, como por ejemplo: la hemoglobina, una
proteina conformada por tres subunidades idénticas. Esta caracteristica de
multiplicidad de las proteinas es un mecanismo importante para regular sus
funciones.

Macromoléculas: Finalmente el nivel mas alto de organizacion de las
proteinas son las asociaciones entre ellas para formar macromoléculas.
Cuyo funcionamiento es muy variado, desde llevar acabo procesos celulares
coordinados hasta participar en la forma de la membrana plasmatica. Por
ejemplo, las que participan en los procesos de transcripcion y traduccién ya
mencionados, solo basta recordar la RNA polimerasa y los factores de
transcripcion.
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2.2.2 Plegamiento, modificaciones y degradaciéon de proteinas.

Una vez que la proteina es sintetizada en el proceso de traduccion, sufre un proceso
de plegamiento dependiendo de la cadena polipeptidica naciente, en muchas
ocasiones esto implica la modificacion de ciertos residuos para producirse la
proteina final. También la célula promueve un proceso exclusivo de verificacion de
errores, el cual elimina aquellas proteinas que estan plegadas de manera incorrecta
o mal sintetizadas. La importancia de este control se debe a que aquellas proteinas
gue estan plegadas de forma incorrecta no tienen actividad biologica, y en muchas
ocasiones estan relacionadas a enfermedades.

El plegamiento erréneo de las proteinas se suprime mediantes dos mecanismos
diferenciados, el primero es el que provee la misma célula para reducir esta
posibilidad y el segundo un sistema de desecho de basura que se encarga de
degradar estas proteinas.

2.2.2.1 Plegamiento.

Una proteina de n residuos es capaz de plegarse 8" conformaciones, esto debido a
la estereoquimica de la cadena principal polipeptidica la cual permite sélo ocho
angulos de enlace, a pesar de estas posibilidades, una proteina adopta una
conformacion unica llamada estado nativo. El estado nativo de una proteina es la
forma plegada mas estable en la que se puede encontrar. Diversos factores como
el pH, la energia térmica del calor y entre otros, estabilizaran la conformacion nativa
de la proteina, la desnaturalizacion de estos factores dard como consecuencia una
proteina sin actividad bilégica y la pérdida de su estado nativo.

Para acelerar los plegamientos de proteinas en forma precisa, se requiere de una
via auxiliar que las células tienen que recurrir, de lo contrario gastarian mucha
energia, incluso necesitarian procesos de degradacion para aquellas proteinas
incorrectamente plegadas. Esta via auxiliar es llevada a cabo por las chaperonas,
las cuales son una clase de proteinas que participan en el plegamiento de proteinas.
Existen dos familias generales de chaperonas:

e Chaperonas moleculares: se unen a las proteinas que estan desplegadas o
parcialmente plegadas, evitando que las éstas se agrupen y sean
degradadas (Fig. 2.20).

e Chaperoninas: facilitan el trabajo de plegado de proteinas.

Generalmente estas chaperonas tienen un bolsillo hidrofobo expuesto que se une a
regiones hidréfobas expuestas en la proteina diana desplegada y mediante la
hidrolisis del ATP se acelera este procedimiento.
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Fig. 2.20. Se muestra la chaperona HSP90 de la levadura, como se puede observar son dos
subunidades exactamente iguales. [28]

2.2.2.2 Introduccion a las modificaciones postraduccionales.

Una vez que la proteina es sintetizada y plegada, es modificada quimicamente.
Estas modificaciones pueden alterar la actividad, la vida media e incluso la
localizacion celular de las proteinas, estas implican la union de un grupo quimico a
los grupos libres -NH2 o0 —COOH ya sea en los extremo de una proteina o en los
residuos internos. Como se explicéd anteriormente, en el proceso de la traduccion se
necesitan los 20 amino&cidos para formar una proteina, sin embargo ésta puede
tener mas de 100, esto se debe a la existencia de modificaciones postraduccionales.

Por ejemplo, la acetilacién, que consiste en la adicion de un grupo acetilo (CH3CO)
al grupo amino del residuo N-terminal, es una de las modificaciones mas comunes,
se dice que afecta al 80% de todas las proteinas. Esta modificacion desempefa un
papel importante en el control de la vida media de las proteinas en la célula, debido
a gue las proteinas no acetiladas son degradadas rapidamente. Otro ejemplo de
otra modificacion es la adicién de grupos largos como los lipidos en los residuos
ubicados en los extremos terminal de algunas proteinas, esta fijacion de colas
hidréfobas permite anclar a la proteina a la bicapa lipidica y es un mecanismo
mediante cual la célula restringe ciertas proteinas a las membranas.

También el grupo acetilo y otros grupos quimicos se puede adicionar a residuos
internos especificos de la proteina. La fosforilacion de residuos de serina, treonina,
tirosina e histidina es muy importante, en la medicina principalmente en el estudio
de la fisiologia, muchas proteinas regulan su actividad siendo fosforiladas o
desfosforiladas, e incluso esta modificacion suele ser reversible. Otras cadenas
laterales como la aspagarina, serina y treonina son sitios de glicosilacion, donde se
adicionan cadenas de hidratos de carbono y otras modificaciones postraduccionales
como metilacién, ubiquitinacion, hidroxilacion, etc. que se abordaran en el siguiente
subcapitulo (Fig. 2.21) .
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Fig. 2.21. Algunos ejemplos de modificaciones postraduccionales, se tiene la Acetil lisina que
consiste en la adicién de un grupo acetil en este caso de la lisina (a), la adicién de un grupo fosfato
al residuo de serina (b), asi como la adicidn en el elemento nimero tres un grupo hidroxilo y un grupo
metilo en la prolina (c) e histidina (d) respectivamente. Finalmente la adicion de un grupo carboxilo a
un glutamato (e).

2.2.2.3 Degradacion.

Asi como existen modificaciones reversibles, existe la degradacién que es una
modificacion irreversible, no precisamente de modificar un residuo en particular,
sino mas bien como un procesamiento directo. La forma mas comun es la escision
enzimatica mediante proteasas, que eliminan residuos del C o N terminales de una
cadena polipeptidica.

La actividad de una proteina esta regida por el balance entre la frecuencia de
sintesis y la frecuencia de su degradacion, en otras palabras de la cantidad presente
de dicha proteina, la vida de las proteinas intracelulares es variable desde unos
cuantos minutos hasta casi la edad del organismo que las posea.

Una de las principales vias de degradacién en las células es mediante las enzimas
gue estan ubicadas en lo lisosomas, organelos limitados por una membrana cuyo
interior acido contiene enzimas hidroliticas. La degradacién lisosémica esta dirigida
a las proteinas extracelulares tomadas por las células, organulos envejecidos o
bien, defectuosos. Otra via para la degradacion de proteinas mal plegadas son
mecanismos citosolicos, este incluye la modificacion quimica de la cadena lateral
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de lisina por la adiccién de ubiquitina e inmediatamente después su degradacion,
mas adelante se vera con mayor detalle esta modificacion.

Aquellas proteinas degradadas por la via mediada por la ubiquitina se dividen en
dos categorias; proteinas citosolicas nativas cuya duracion de vida es controlada y
proteinas que se pliegan errbneamente, ambas son reconocidas y destruidas.

2.2.3 Enzimas y su funcion.

Lo que distingue a las proteinas de otras moléculas de la célula, es su capacidad
para unirse con otras moléculas, desde iones simples hasta otras proteinas o
magquinarias proteicas complejas y como se ha visto también los acidos nucleicos.
La funcion de la proteina dependera en consecuencia de su habilidad para unirse a
otras moléculas o ligandos, con su respectivo grado de especificidad.

Hablando especificamente de las enzimas, que son proteinas con actividad
catalitica, deben de unirse primeramente a una molécula diana especifica o una
macromolécula, para desempefiar su tarea. Esta forma de trabajo, se ve reflejada
en las proteinas de union en la membrana, ya que son utilizadas en los mecanismos
de transduccién de sefiales. A menudo la unién de ligandos provocara un cambio
conformacional de la proteina, por consiguiente estos ligandos seran fundamentales
para la presencia de las funciones correctas de las proteinas.

Es necesario hablar dos caracteristicas importantes en las proteinas, para definir la
complementariedad molecular, estas son:

a) La especificidad: capacidad de una proteina de unirse a una molécula con
mayor preferencia que otra.

b) La afinidad: la fuerza producida por la unién de la proteina con la molécula
de mayor prioridad.

Ambas caracteristicas dependen de la estructura del sitio de unién del ligando, que
estd disefliada como un molde para con la proteina. Se dice que la
complementariedad, es la capacidad de la proteina de unirse al ligando, con el sitio
de wunién correspondiente, funcionando como una llave-cerradura. Esta
complementariedad molecular garantiza una alta especificidad y una alta afinidad
quimica.

Se puede alterar la proteina para que distinga otras moléculas diferentes, estos son
los anticuerpos, y el organismo las utiliza la mayoria de las veces para detectar
agentes infecciosos o sustancias extrafias. La presencia de un antigeno obliga al
organismo a la elaboracion de anticuerpos, para provocar la union correspondiente
y asi realizar una serie de actividades que sirvan como proceso de defensa.

A diferencia de los anticuerpos, las enzimas promueven no solo la unién sino
también la alteracién quimica de sus ligandos, llamados sustratos. Toda reaccion
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quimica en la célula es catalizada por enzimas, las cuales tienen la funcion de
incrementar la frecuencia de la reaccion bajando la energia de activacion. Lo que
hace especiales a las enzimas es su enorme poder catalitico y su alta especificidad,
estas caracteristicas contribuyen que la frecuencia de las reacciones quimicas
incremente a 10° — 10'? veces mas que las reacciones no catalizadas en
condiciones similares.

En la actualidad se han clasificado en las bases de datos de enzimas alrededor de
3,700 tipos, cada una de las cuales cataliza una reaccion quimica en especial. No
solo contribuyen en la produccion de proteinas, acidos nucleicos o fosfolipidos sino
también para la produccién de energia de la glucosa y del oxigeno.

Las cadenas laterales de determinados aminoacidos de una enzima determinan su
especificidad y su capacidad catalitica, estas cadenas laterales se aproximan los
suficiente para formar un sitio activo, esto ocurre en la conformacién nativa de la
enzima. Los sitios activos se componen de dos regiones funcionales; la que
reconoce Y fija el sustrato y la otra que realiza la accion de catdlisis. Puede que
ambas regiones sean diferentes y estructuralmente bien definidas o que la region
de unién este contenida en la regién catalitica.

Para una mayor comprensién de las enzimas como proteinas catalizadoras, se
utilizara el ejemplo de la proteincinasa dependiente del AMP ciclico llamada
comunmente proteincinasa A (PKA). En general este tipo de enzimas agregan un
grupo fosfato a los residuos de serina, treonina y tirosina en las proteinas. En las
células eucariontes, la estructura del sitio activo y los mecanismos de fosforilacion
son similares gracias a que las proteincinasas pertenecen a la misma superfamilia.
Por ello la PKA se utiliza frecuentemente como modelo de enzima.

El sitio activo de la PKA esta en el centro, llamado nucleo de la cinasa, es donde
ocurrira la union del sustrato (ATP y una secuencia peptidica diana), separado
estructuralmente por un dominio grande y otro pequeifio, en la base de la hendidura
entre estos dos dominios existen un anillo de adenina y ademas una tapa de glicina
cuya secuencia esta conservada (Gly-X-Gly-X-X-Gly-X-Val) la cual se cierra sobre
el anillo.

La secuencia peptidica diana varia entre distintas cinasas, sin embargo el ATP
siempre es comun, para la PKA, la secuencia diana es Arg-Arg-X-Ser-Y, donde X
es cualquier aminoacido y Y es un aminodacido hidréfobo. La unién ocurre cuando
un residuo de serina o treonina diana se fija a la cavidad poco profunda del dominio
grande, y éste gracias a su especificidad formara puentes salinos con los dos
residuos de Arg de la secuencia diana. El nucleo catalitico del PKA tiene dos
conformaciones una abierta y una cerrada, en la primera los dominios estan
separados para que se produzca la union de los aminoacidos del sustrato, y una
vez que éste se fije cambie la conformacion a cerrada.

51



El cambio inducido a la estructura terciara de la proteina promueve que algunos
residuos de la secuencia polipeptidica diana acepten un grupo fosfato del ATP
unido, una vez producido este fendmeno, se produce la liberacién de los productos
(el ADP vy el péptido fosforilado diana), ocurriendo de este modo la fosforilacion de
la PKA.

El trabajo y funcionamiento de la PKA es mas complejo de lo que se ha mencionado,
por lo que ha aqui solo se ha descrito de forma generalizada.

Las enzimas que son participes de procesos metabdlicos comunes, como la
degradacion de la glucosa, se encuentra generalmente en el mismo
comportamiento celular, los productos de una reaccion quimica en particular pueden
moverse mediante difusion hacia una enzima en la misma via, pero en muchas
ocasiones la difusién es demasiado lenta e ineficiente, por lo que las células han
aproximado las enzimas dentro de una misma via. Por ejemplo; se llegan a agrupar
como subunidades para formar enzimas multiméricas o se ensamblan en modo de
plataforma, en la levadura tres proteincinasas ensambladas en plataforma forman
el complejo proteico Steb.

En esta proteina, las cinasas se colocan en forma de cascada para transportar la
sefal de una a otra (Fig 2.22).

Reactivos

° Productos

U PLATAFORMA

Fig. 2.22. Evolucién de una enzima multifuncional, donde se muestran tres enzimas independientes
A, B y C, donde se puede ver la reaccion en cadena a partir de unos elementos reactivos hasta los
productos pasando por todas las enzimas, como se menciond se pueden encontrar enzimas unidas
en forma de plataforma para facilitar la difusion de los sustratos, como el caso de la Ste5 en la
levadura.
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2.2.4 Motores moleculares.

Las células tienen la capacidad de moverse de un lugar a otro, exhiben esta
habilidad tanto interior como exteriormente, este movimiento es el resultado del
trabajo mecanico realizado por ciertas proteinas que funcionan como motores. El
objetivo de este apartado sera conocer la importancia de las proteinas como
dadoras del movimiento celular y algunas propiedades importantes de destacar.

Como es bien sabido el movimiento es resultado de una accion fisica producida por
una fuerza, las células obtienen esta fuerza mediante enzimas especializadas
llamadas proteinas motoras, estas maquinas mecanoquimicas transforman la
energia liberada por la hidrdlisis del ATP o por gradientes de concentracion de iones
a fuerzas mecanicas. Se puede generar movimiento lineal o rotatorio, como por
ejemplo las DNA y RNA polimerasas son proteinas motoras lineales porque se
trasladan a lo largo de las cadenas de los acidos nucleicos. Se puede deducir las
siguientes caracteristicas:

a) La transformacion de energia quimica a energia mecanica, en este caso
movimiento lineal o rotatorio.

b) La capacidad de union y traslado en los filamentos del citoesqueleto o de las
hebras de DNA u otros complejos proteicos.

c) El movimiento total a una direccion en particular, es decir el sentido.

Debido a que el movimiento esta definido dependiendo del organismo y del proceso
en particular que se esté estudiado, la siguiente tabla muestra algunos motores
moleculares importantes, no es propdsito de esta tesis profundizar sobre este tema,
sino el conocer las distintas funciones que tiene las proteinas y una de ellas: la del
movimiento (Lodish, H. 2004, Molecular Cell Biology; Alberts, B., 2010, Biologia
Molecular de la Célula).

Motores moleculares selectos

Motor Fuente de Estructuray Localizacion = Movimiento
Energia componentes celular generado
Motores Lineales
DNA ATP Subunidades de Ndcleo Translocacion a lo
polimerasa polimerasa & dentro del largo de la cadena
replisoma de DNA en el
proceso de
replicacion.
RNA ATP Subunidades de Nducleo Translocacion a lo
polimerasa polimerasa dentro del largo de la cadena
complejo de de RNA en el
elongacién en la proceso de
transcripcion replicacion.
Ribosoma  GTP Factor de elongacién Citoplasma/ Translocaciéon a lo
con ribosoma membrana largo del mRNA
RE
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durante la

traduccion.

Miosinas ATP Cadenas pesadas vy | Citoplasma Transporte de
livianas; dominios carga en vesiculas;
cabeza con actividad contraccion
ATPasa. muscular.

Cinesinas  ATP Cadenas pesadas Yy Citoplasma Transporte de
livianas; dominios carga en vesiculas
cabeza con actividad y en cromosomas
ATPasa. durante la mitosis.

Dineinas ATP Multiples cadenas Citoplasma Transporte de
pasadas, intermedias y carga en vesiculas:
livianas, dominios golpeteo de los
cabeza con actividad cilios y flagelos
ATPasa y sitios de eucariontes.
union a microtubulos.

Motores no Lineales

ATP Gradiente | Mdltiples subunidades ' Membrana Rotaciobn de la

sintetasa H* forman las particulas Fo = mitocondrial subunidad y que
y F1 interna resulta en la

sintesis de ATP
Tabla 2.4 Se muestran algunos motores moleculares lineales y no lineales en donde las proteinas
son una pieza fundamental.

2.3 Modificaciones postraduccionales.

Las modificaciones postraduccionales son mecanismos bioquimicos en algunos
residuos en la secuencia de aminoacidos de una proteina que son covalentemente
modificados. Las modificaciones postraduccionales cambian las propiedades de los
aminoacidos en respuesta a las necesidades de la célula. Mdltiples sitios que son
modificados traeran como consecuencia un numero de estados potenciales
moleculares.

Se han identificado 450 modificaciones postraduccionales, la espectrometria de
masas ha sido el instrumento para identificarlas. Un reciente estudio de SwissProt
281 menciona que se han realizado alrededor de 87,300 experimentos de
modificaciones postraduccionales, y que la modificacion que mas prevalece es la
fosforilacién de residuos de serina y treonina, aunque esto realmente refleja que
sean realizado mas estudios de fosforilacion.

Las bases de datos que recolectan informacion de modificaciones
postraduccionales:

UniProt Www.uniprot.org Varias Varios
(UNIPROT)
HPRD www.hprd.org Fosforilacion Ser Humano
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Phospho. ELM phospo.elm.eu.org Fosforilacion Células
eucariontes
PhosphoSitePlus www.phosphosite.org Acetilacién, Ratén y ser
metilacion, humano
ubiquitinacion y
fosforilacion.

PHOSIDA www.phosida.com Acetilacién y Varios
fosforilacion
PhosphoPep www.phosphopep.org Fosforilacion Varios
dbPTM dbptm.mbc.nctu.edu.tw Varias Varios
CPLA cpla.biocuckoo.org Acetilacién Varios
P3DB www.p3db.org Fosforilacion Varios
phosphoGRID www.phosphogrid.org Fosforilacion Levadura, otros
SGD www.yeastgenome.org Ubiquitinacion, Levadura
Acetilacion,

Succinilacion y
Fosforilacion

Tabla 2.5 Bases de datos importantes en el mundo de la biologia molecular principalmente en el &rea
de proteinas.

Las modificaciones postraduccionales pueden ser clasificadas en dos categorias:
aquellas que estan basadas en pequefios grupos (acetil, fosforil, etc.) y aquellos
que estan basados en pequefias modificaciones de moléculas como la ubiquitina y
sus parecidos (Fig 2.23).

En la siguiente tabla se muestran algunas modificaciones con sus donantes y
modificadores asi como los residuos que afectan:

Fosforilacion PO3™ ATP STY

Acetilacion CH;CO AcCoA K

Metilacion CH, SAM K

Ubiquitinacion Ub, SUMO, - K
etc.

Tabla 2.6 Principales modificaciones con los residuos que modifican

Las modificaciones postraduccionales forman una capa dinamica de eventos que
se han ido estudiando lo largo de los afios, en diferentes organismos intentando
descubrir la existencia de reglas para la interpretacion de toda esta dinamica. La
vision a futuro es la creacion de un cédigo PTM, este codigo seria mas complejo
que el codigo genético, por la variabilidad y combinatoria de la secuencias de
aminoacidos.
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Fig. 2.23. En el esquema anterior se refleja las dos categorias de modificaciones
postraduccionales; aquellas que estan basadas en la adicién de pequefios grupos quimicos en los
algunos residuos (a) mediante la ayuda de dos enzimas (una que realice el proceso y otro que lo
regrese). Y aquellas que involucran modificaciones a pequefias moléculas (b). 29
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2.3.1 Impacto en la sefializacion celular y mecanismos de transduccion
de sefales.

Las modificaciones postraduccionales son cruciales para la regulacion de funciones
dentro de la célula, en la fosforilacion los residuos modificados son serina, treonina
y tirosina, la lisina en ubiquitinacion (sumoilacidén y neddilacidon) y acetilacion, lisina
y argenina en metilacibn. Como se puede observar la lisina es el factor de
modificacion en varias modificaciones, pero estas modificaciones son mutuamente
excluyentes en la misma lisina y genera un gran potencial de corregulacion.

Las modificaciones postraduccionales afectan la estructura de la proteina y ademas
actian como swicthes moleculares, que regulan las interacciones entre ésta y el
DNA, cofactores, lipidos y otras proteinas. La combinacién y relacion entre
modificaciones postraduccionales ha dado como consecuencia hablar ahora de un
PTM code, en donde se puede reconocer efectos de activacion e inhibicién, para
inducir o retener sefiales en tiempo y espacio correcto.

Las células estdn expuestas constantemente a estimulos que provienen del
ambiente y estos producen un cambio repentino en las condiciones anteriores en
gue se encontraba la célula. Todos estos cambios dentro y fuera de célula iran
dirigidas al mantener la homeostasis.

Se tiene el lado de la expresion génica y el control de la transcripcion que es
relativamente lento y del lado de las PTMs que es el mayor nivel de regulacion en
rapidez y la reversibilidad de sus procesos como la fosforilacion o bien, lentos e
irreversibles como la glicosilacion. A través de las PTMs de una proteina muchas
proteinas pueden ser generadas, compensando el numero bajo de genes
codificantes y el numero grande de variables regulatorias que requiere un
organismos complejo.

En el ser humano un 5% de su genoma codifica enzimas que estan dedicadas a la
realizacion de estas modificaciones y ellas mismas se autorregulan. A diferencia del
control genético que solo afecta a la abundancia de proteinas, las PTMs afectan las
estructuras terciaras de las proteinas, activando o desactivando sitios activos y
puertas de comunicacion con otras proteinas.

Como se vio en el subtema pasado, las proteinas tienen una estructura terciaria y
también algunos dominios a lo largo de su superficie o bien motivos, ambos
participan en la comunicacion intracelular, trasmitiendo, procesando y generando
sefales. Los motivos presentan secuencias moldeables que pueden ser leidas y
procesadas por dominios. Finalmente los dominios, una vez que hayan reconocido,
trasferido o removido una modificacion postraduccional, terminaran de leer, borrar
o escribir. Por ejemplo, en el caso de la fosforilacién, las cinasas actian como
escritoras, mientras que los dominios que reconocen residuos especificos, como el
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dominio SH2 al reconocer la tirosina fosforilada, es considera lectora, o las
fosfatasas que son consideradas borradoras o eliminadoras.

Para que una proteina pueda actuar como lectora, eliminadora o escritora tiene que
existir una modificacion postraduccional antecesora o bien un patrén de PTMs. Por
ejemplo la histona H3 cuando es acetilada en los residuos Lys9 y Lys14 puede
reconocer dominios de bromo, o si es trimetilada en Lys9 dispara las interacciones
con dominios de cromo de HP1l. Estas interacciones pueden ser inhibidas
fosforilando la Ser10.

Segun varias referencias 2% una PTM puede ser clasificada en positiva o negativa:

Dominios regulatorios

Forma positiva: La PTM inicial sirve como un disparador para la adicion o
eliminacion de una segunda PTM o para reconocimiento de otras
modificaciones, por ejemplo: una fosforilacibn que depende de una
ubiquitinacion y sumoilacion.
Forma negativa: Existe una competencia entre dos modificaciones
postraduccionales en el mismo aminoacido o cuando hay efectos indirectos
en donde una PTM marca un sitio reconocible para una segunda PTM,
provocando un cambio conformacional evitando asi la accidén de la segunda

PTM (Fig 2.24).

Forma positiva
Una PTM dispara la accion

Competencia directa

Forma negativa

Efectos indirectos mediante la
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Fig. 2.24. Clasificacién de las modificaciones postraduccionales relacionado a los mecanismos de
traduccién de sefales, acompafiado de las diferentes acciones que puede realizar un dominio
regulatorio. B4
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Gracias a la hipotesis de Gerald Hart y sus colaboradores sobre la relacion entre
PTMs, llamada como el “Yin-Yang” en donde se describe la intercomunicacion entre
la fosforilacion y la N-Acetilglucosamina, se puede ahora hablar un PTM code. Y no
sélo este caso, sino también la palmitoilacion en regulaciones de algunos canales
ionicos o la fosfodegradacion en la degradacion de proteinas mediante la ubiquitina.

El descubrimiento de estas pequefas y delicadas redes de PTMs, puede ser un
avance importante en la medicina, ya que se pueden inducir sefiales artificiales y de
esta manera promover otro tipo de sefiales que seran disparadas, que contribuiran
sustancialmente en ciertos comportamientos del organismo. Esta tipo de estrategias
revolucionarias pueden alterar de manera versatil el mecanismo celular desde un
namero limitado de genes hasta diferentes rutas y sefiales para transduccion de
sefales.

Recientes estudios estdn concentrados en descifrar y describir un cédigo PTM
potencial y otro cédigo PTM conservativo. (Sudhakaran Prabakaran, Guy
Lippens, Hanno Steen,Jeremy Gunawardena, 2012, Advanced Review Post-
translational modification: nature’s escape from genetic imprisonment and the
basis for dynamic information encoding)

2.3.2 Tipos de modificaciones postraduccionales.

Se hablara de sdlo cinco modificaciones de manera particular, ya que son las mas
estudiadas y de las deméas se hablard de manera general. Se describira que
acciones se llevan a cabo para cada modificaciébn asi como su relevancia para el
funcionamiento celular. Aunque existen muchas modificaciones, sélo 14
modificaciones han sido ampliamente descritas en levadura, de las cuales existen
registros en las diferentes bases de datos y estan respaldadas por varios articulos.

2.3.2.1 Fosforilacion.

Es la modificaciéon postraduccional mas estudiada en el mundo de la biologia
molecular, debido a su gran presencia en casi todos los mecanismos de traduccién
de sefales en los seres vivos. Consiste en la adicién de un grupo fosfato en un
aminoacido serina, treonina o tirosina en los grupos libres —\NH2 o0 —COOH, este
fosfato es donado por el ATP la mayoria de las veces, o también puede ser una
desfosforilacion (la rotura de un grupo fosfato). Se dice que la modificacion es
reversible (Fig 2.25).
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Fig. 2.25. Modificaciones de los aminoacidos T, Y, S por fosforilacién (el grupo fosfato estd marcado
con color rojo).

Las proteinas que llevan a cabo esta modificacion son llamadas cinasas
(fosforilacién) o fosfatasas (desfosforilacion). Existen tres tipos de cinasas:

Cinasas PKA, PKC y CAM PK: Dedicadas a fosforilar residuos de serina o
treonina, son solubles y participan en los mecanismos de traduccion de
sefales. También participan en la activacién de cascadas de fosforilacion.
Cinasas Try: Con dominios TryK en receptores de membrana para insulina
y factores de crecimiento, y procesos como transfosforilacion, dimerizacién
y activacion.

Cinasas multiples.

2.3.2.2 Ubiquitinacion.

La ubiquitina es un polipéptido de 76 residuos que marca la cadena lateral de un
aminoécido de lisina, la ubiquitina realiza los siguientes tres pasos (Fig. 2.26):

Activacion de la enzima activadora de ubiquitina (E1) por adicion de una
molécula de ubiquitina, esta reaccion requiere ATP.

Transferencia de la molécula de ubiquitina a un residuo de cisteina en la
enzima combinadora de ubiquitina E2.

Formacion de un enlace peptidico entre la molécula de ubiquitina unida a la
E2 y un residuo de lisina en la proteina diana, esta reaccion es catalizada por
la ligasa de ubiquitina E3.
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Una vez que la proteina es ubiquitinada es reconocida por una proteasoma (una
maquinaria molecular), ésta por su parte activa de manera proteolitica las proteinas
marcadas por ubiquitina quedando como resultado moléculas peptidicas cortas de
siete a ocho residuos dejando las ubiquitinas intactas.

1 HM:z

AMP + PP | - | Proteina Diana

o c=0 c=0 Citosdlica
+ATP j f
E1

Péptidos

O ‘
o ¢ nveces

Proteasoma

2

5

Fig. 2.26. La ubiquitina tiene relacién con tres enzimas: la enzima E1 activadora (1) que mas adelante
es intercambiada por la enzima E2 combinadora (2), finalmente la proteina diana se une en su
residuo de lisina con la ubiquitina (3). Una vez que la proteina fue marcada n veces, la proteasoma
(4) separa las ubiquitinas y fragmenta en pequefias cadenas péptidas (5). 22

Existen otras modificaciones parecidas a la ubiquitinacién que en vez de trabajar
con la ubiquitina trabajan con otras moléculas similares, por ejemplo: la sumoilacién
aflade una pequefia molécula llamada SUMO (pequefia molécula de ubiquitina).
(Fig. 2.27)

Las funcién de la ubiquitinacion como PTM es principalmente la degradacion de
proteinas y se considerado actualmente que también participa en la sefalizacion
interna de la célula. Ademéas como se mencioné las PTM trabajan en conjunto, por
ejemplo: las fosforilacion y la ubiquitinacién trabajan en forma positiva para la
degradacion de ciclinas (proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular),
en algun momento las ciclinas son fosforiladas por las ciclinas cinasas, que trae
como consecuencia la exposicion de los aminoacidos de lisina que son reconocidos
por la ubiquitina, para después ser degradadas.
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Fig. 2.27. Residuo de lisina ubiquitinado. Se muestra la estructura de primaria de la ubiquitina en
humano, donde las flechas amarillas marcan el inicio de la estructura de una hojap, y la espiral en
rojo la hélice a, en los imagenes de abajo se muestran como dimero y un residuo lisina coloreado

en azul.

2.3.2.3 Acetilacion.

La acetilacion ha sido identificada en 80 factores de transcripcidn, asi como en
muchas regulaciones nucleares y en varias proteinas en el citoplasma. A pesar de
gue la acetilacién no es la Unica modificacién crucial en nacleo, es muy importante
en la regulacion de:

Consiste en la adicion de un grupo acetilo (CH3zCO) en un residuo de lisina como

La dindmica del citoesqueleto
Metabolismo energético

Endocitosis

Fagocitosis

Sefializacion en la membrana celular

se muestra en la imagen:
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Fig. 2.28. Acetilacién de lisina

Lisina

Al igual que la acetilacidon; la metilacion, ubiquitinacion y fosforilacion han sido
identificadas en histonas, la suma de todas estas modificaciones postraduccionales
gue crea un complejo programa de desarrollo y patogénesis de las enfermedades y
un complejo programa regulatorio. No sélo las histonas son objeto de
modificaciones de acetilacidn sino otras mas. Los biélogos moleculares y genetistas
han llegado a la conclusion de poder extrapolar los cambios ocurridos en las
histonas en otras proteinas. Por ejemplo: La acetilacion en la histona H3 en Lys9 y
Lys27 en union con una fosforilacion de la Serl0 y Ser 28 respectivamente, puede
ocurrir en otras proteinas.

La fosforilacion es generalmente la primera respuesta producida por estimulos a la
célula, lo que puede resolver en convertir sefiales basadas en fosforilacion a
acciones en acetilacion. Esto nos habla de que la acetilacion puede mezclarse con
otras modificaciones postraduccionales para llevar acabo complejos programas
regulatorios.

Inicialmente la acetilacién fue descubierta en las histonas, mediante dos procesos
contrarios: la acetilacion y deacetilacion de residuos de lisina, las enzimas que
participan en estos procesos son las HATs (histona acetiltransferas) y HDACs
(histona desacetiltranferasa).

Para explicar la importancia de la acetilacion en los mecanismos de traduccion de
sefales, se hablara de un proceso, aunque no precisamente es de la levadura sino
del ser humano; la acetilacién del factor FoxO que es el encargado del crecimiento
celular y la diferenciacion. El factor IFG activa AKT, que fosforila tres sitios del FoxO,
los cuales son Thr24, Ser256 y Ser319, que posteriormente se une a un complejo
de proteinas llamado 14-3-3 (encargado del transporte al nucleo). Otra proteina
llamada CBP acetila al factor FoxOl en Lys245, Lys248 y Lys265. La Ser256
fosforilada promueve la retencién citoplasmica de FoxO1, porque lo estimula a la
unién con la ligasa Skp2 ubiquitina que es como una especie de caja llamada F-box
gue controla al factor FoxOl (se tiene aqui un proceso de ubiquitinacion
dependiente de fosforilacidn), las acetilaciones podrian actuar indirectamente sobre
la ubiquitinacion.

Con esto se puede observar, una proteina puede ser modificada para acelerar su
funcionamiento o limitarlo, asi como existe un proceso para inhibir la accion de
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FoxO1, existe un proceso contrario para acelerar su accion. Existen un sinfin de
ejemplos que se pudieran dar, pero no es objetivo de esta tesis ver proceso por
proceso, solo aquellos ejemplos que parezcan relevantes y tenga como objetivo
ejemplificar las interacciones entre modificaciones.

Es claro que la acetilacion ocurre desde proteinas en nucleo hasta en la membrana,
cuyos cambios impactan a los mecanismos funcionales no soélo de proteina
modificada sino de otras. Segun el cientifico Xiang-Jiao Yang y su grupo de
colaboradores han determinado que existen tres tipos de acetilaciones [3:

e Acetilaciones de switch on/off: modificacién de uno o varios residuos cuya
funcién va dirigida a la activacion o inhibicion. Como la operacion que realiza
la acetil-CoA sintetasa.

e Acetilaciones en grupo: modificacion de un grupo de residuos de lisina que

forman un ajuste cargado que producira un cambio funcional. Los multisitios
de acetilacion ejercen efectos calibre o proporcionar mecanismos a prueba
de fallos.
Acetilaciones multirelacionales: La interaccién simultanea o secuencial con
otras modificaciones postraduccionales como el ejemplo que se vio aqui de
FoxO1l. (Xiang-Jiao Yang, Edward Seto, 2008, Lysine Acetylation:
Codified Crosstalk with Other Posttranslational Modifications)

2.3.2.4 Metilacion.

La metilacion o alquilacion afecta a los siguientes aminoacidos: lisina, argenina,
aspagarina, histidina, acido glutdmico y en fenilalanina N-terminal o bien Cisteina
C-terminal, entre otros. Al igual que la ubiquitinacion se requieren de ciertas
enzimas, asi también en metilacion se requiere de las metil-transferasas, estas
utilizan como donador de metilos a SAM (S-adenosil-L-metionina). Para el caso de
la lisina se pueden adicionar hasta tres grupos metilos (Fig. 2.29)

CH,

cH, | cH, CHg CH; CH,
T S “‘*TIHE NH3
| I Metilacid
etilacian
CHy CH; CHy
™~ (CH,]y “~(CHgly “=(CHgly : EH‘“QEHE:'EF
ey, L iy, i ey, o . ot
-._NHJ\N.. ._NHJ\H.- “NHJW[.I .NHJ\H__.
o o 0 . o
Lisina

Fig. 2.29. Diferentes tipos de metilacion (met, di y tri) de lisina

La metilacion es un mecanismo epigenético (factores no genéticos que determinan
el desarrollo del organismo), las ADN-metil-transferasas regulan la actividad de los
genes. Cuando ocurre la metilaciéon del ADN se desactiva por completo la expresion
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de un gen. La metilacién no es exclusiva de regulacion de los genes sino de otros
procesos importantes para la homeostasis del cuerpo como por ejemplo cuando la
PNMT (enzima que convierte la norepinefrina en epinefrina) hace su funcion.
Incluso el estado de metilacion de los genes puede ser utilizados como marcadores
para detectar teratogénesis (agentes que provocan defectos congénitos), estos
marcadores se han estudiado para diagnosticar el cancer precoz.

Se puede clasificar la metilacion en dos tipos:

a) De mantenimiento: adicion en grupos metilos en ciertas parte del ADN de la
célula madre, para que las células hijas mantengan el mismo patron de
metilacion.

b) De novo: adicién de grupos metilos en posiciones especificas para cambiar
un patron de metilacion en el genoma. (A. Saskia Venne, Laxmikanth
Kollipara and René P. Zahedi, 2013, The next level of complexity:
Crosstalk of posttranslational modifications)

2.3.2.5 Glicosilacion.

Esta PTM ocurre cuando se adicionan varios glucosilos (radicales de glucidos)
sobre las cadenas laterales de los aminoé&cidos, casi siempre en proteinas
extracelulares o secretadas, cuando la proteina presenta un mayor peso molecular
de cadena proteica que de parte glucidica se llama glicoproteina, en caso contrario
se le llama proteoglicano.

Esta modificacion se puede presentar de manera paralela a la sintesis de proteinas
(modificacion co-traduccional). Las funciones de la glicosilacion son las siguientes:

e Estabilizar la conformacién final de una proteina de membrana.

e Aumentar la vida media de una proteina incrementando su estabilidad y
resistencia a los procesos de ubiquitinacion.

e Aumentar la solubilidad de la proteina en un medio acuoso.

e Aportar las estructuras que reconoceran algunos mensajes del ambiente.

Las enzimas que participan en esta PTM, son las glicosil transferasas. En las células
eucariontes la glicosilacion tiene lugar en reticulo endoplasmico (RE) y el aparato
de Golgi.
Existen los siguientes tipos de glicosilaciones (Fig 2.30):

a) O-glicosilacion: Afecta en residuos de serina y treonina en su grupo hidroxilo,

produciendo oligosacaridos que empiezan por N-acetil-galactosamina.
Generalmente ocurre en el aparato de Golgi.
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b) N-glicosilacion: adicion al grupo amino libre de un residuo de asparagina,
esta modificacion se considera mas co-traduccional, es ocurrida en el RE.

HaC \ HsC
GalNAc Ser GlcNAc
O-glicosilacién N-glicosilacién

Fig. 2.30. Tipos de Glicosilacion.

2.3.2.6 Otros tipos de modificaciones postraduccionales.

Hablar cada una de las catorce modificaciones seria complejo, en este libro nada
mas se hace mencion de cinco modificaciones, pero las otras 9 se resumen en
este apartado:

e Por puentes de disulfuro: en residuos de cisteina, tiene como funcién la
dimerizacion de cisteinas para la formacién de cistinas a través de un puente
disulfuro. La cistina tiene la funcion de contribuir al mantenimiento de la
estructura terciaria de una proteina.

e Succinilaciéon: adicion de un radical succinil en un residuo de lisina. 24

e Por union de iones metalicos: forman parte del centro activo de enzimas. La
adicion de un ion metalico como cofactor (componente no proteico y
termoestable) de una proteina.

e Oxidacién: La PTM de oxidacién es una caracteristica importante del estrés
oxidativo y del envejecimiento, esta modificacién es causada por las especies
reactivas de oxigeno (ROS) o bien especies reactivas de nitrogeno (RNS),
existen dos clasificaciones de oxidacién; las reversibles (sulfenilacién) y las
irreversibles (nitrotirosina y carbonilacion).

e N-terminal acetilacion: es una variante de acetilacién, pero estas
modificaciones ocurren en el grupo amino inicial (extremo N-terminal) de
varias proteinas.

e Lipidaciéon: Es la adiciébn de restos lipidicos con ciertos residuos de la
proteina, aumentando la hidrofobicidad, y generalmente es una PTM que
participa en el anclaje de proteinas en la membrana, también es conocida
como prenilacion.

e Por Calcio: El calcio es considerado un segundo mensajero en el citosol de
las células eucariontes. Es un metal suave que es considerado relevante en
la biologia molecular por su estado de oxidaciéon y la formacién de iones que
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permite a la proteinas sufrir algunos cambios conformacionales. Tiene una
gran importancia como mensaje extracelular.

e Nitrosilacién: Es la adicion de un grupo NO (nitroxilo) en residuos de
tirosina.

e Sitios Activos: zona de una enzima donde un sustrato es catalizado.

A continuacién se muestra una tabla de las modificaciones postraduccionales y los
aminoacidos que modifican, especialmente de las proteinas de levadura.

Aminoacido A R N D C G E Q H | L
PTM
Fosforilacion
Ubiquitinacion
Acetilacion
Metilacion
Succinilacion
Glicosilacion
Oxidacion
Lipidacion
Por Calcio
Por iones de
MEEIES
Nterminal
Acetilacion
Puentes de X X X X

disulfuro
NG x  x x x x Xx Xx x x x x x x x [x x x x v x

S «x v v v v x v v v x v v x x x v Vv x v x
Tabla 2.7 Se muestran todos los aminoacidos con sus respectivas modificaciones que pudieran
llegar a tener.
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3.1 Aplicaciones médicas, farmacéuticas e industriales.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo fundamental para la
produccion de productos industriales, por ejemplo en la produccion de
butanol que es usado como biocarburante asi como la produccién
isoprenoides (compuestos quimicos derivados del isopropeno) para
aplicaciones farmacéuticas.

Existe un campo de reciente surgimiento llamado Ingenieria Metabdlica como una
rama de la Ingenieria Genética, que se encarga de extraer las ventajas de los
metabolismos de los organismos para la produccion de quimicos como glucosa,
sacarosa, biomasa, etc.

Algunos de los avances en la industria farmacéutica son:

e Produccion de propanodiol utilizado como materia prima de fabricacion de
alfombras, telas y plasticos.

e El antibidtico cefalexina para tratar la neumonia e infecciones de los huesos,
en general combatir contra enfermedades bacterianas en el ser humano.

e La produccion de vitamina B2, que favorece el crecimiento corporal y la
produccion de glébulos rojos.

e Creacion de biocombustibles como el Butamax, como fuente alternativa de
energia.

e Produccion de bioetanol y biodiesel.

e Produccion de insulina, vacunas contra la hepatitis y contra el virus del
papiloma humano.

Ademas de las aplicaciones conocidas de levadura como son la produccion de
cerveza, vino, sake y pan. El reto de la ciencia en esta area es la seleccion de cepas
adecuadas para produccion de los quimicos ya mencionados.

3.2 El mundo de la bioinformatica.

La bioinformatica es una rama de la Ingenieria en Computacién, para muchos es
considerado un campo de la ciencia interdisciplinario, que tiene como objetivo
gestién y andlisis de datos de experimentos bioldgicos, genéticos y médicos. Esta
disciplina surgié en los 80°s y tiene un importe auge actualmente.

Gracias al descubrimiento del genoma humano en la década de los 90's y la
investigacion gendmica reciente, el interés por esta area se torné mas fuerte.

Con la ayuda de la inteligencia artificial, estadistica y probabilidad, computacion

gréfica, programacion de algoritmos complejos, el super computo, las bases de
datos y las matematicas discretas.
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En general la bioinformatica trabaja a nivel molecular haciendo las siguientes
actividades:

e Alineamiento de secuencias

e Comparacion de genomas y proteomas (BLAST)
e Disefio tridimensional de proteinas

e Prediccion de estructura de proteinas

¢ Interacciones entre proteinas

e Secuenciacion masiva

La bioinforméatica también implica la construccion de nuevas herramientas para la
comprobacion de hipotesis y para dar informacion relevante de los datos
bioldgicos. Antes de la llamada revolucion gendmica, la bioinformética era
considera simplemente como el mantenimiento y gestion de las bases de datos
asociadas a informacién bioldgica, pero su importante rol que tiene para resolver
las necesidades en el areas de la biologia y medicina, ha sido un punto clave y
ahora se considera una rama de estudio.

Entre las aplicaciones conocidas, se muestran en las siguientes imagenes:
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Fig 3.1 Secuenciacién de un plasmido mediante un programa de computacién llamado Templiphi (21
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Fig 3.3 Técnica BLAST en alineacion de varios genomas con un programa llamado ClustalX.
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Fig 3.4 Red que muestra Interacciones entre proteinas que expresa la relacion entre el sindrome

QT y la epilepsia en el ser humano 4
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4.1 Objetivos

Objetivos generales:

1.

2.

Recopilar toda la informacion que se tenga hasta la actualidad sobre las
modificaciones postraduccionales.

Implementar un sistema de consulta en linea para facilitar el andlisis y estudio
de informacion referida a las modificaciones postraduccionales en las
proteinas de levadura Saccharomyces cerevisiae.

Crear un ambiente grafico flexible y de facil uso para que los investigadores,
estudiantes o personas interesadas en esta parte de la Biologia Molecular o
areas afines; puedan interactuar.

Proporcionar un espacio de aportes y sugerencias (en la pagina web) para la
mejora del sistema de consultas tanto en la base de datos como en la pagina
web, sin olvidar una forma de contacto con los desarrolladores y los
investigadores encargados del proyecto para dudas o aclaraciones.

Objetivos particulares:

1.

Desarrollar los programas necesarios para el tratamiento de archivos con
grandes volumenes de informacién de modificaciones postraduccionales con
la intencion de que estos sean almacenados en la base de datos.

Disefiar una base de datos que cumpla con la teoria de normalizacion y la
reduccion de replicacion de datos, asi como la concurrencia y carga maxima
de consultas. Esto con lleva al disefio de un modelo relacional (entidad-
relacion), modelo l6gico y modelo fisico bien estructurado.

Programacion de una pagina web de orden publico con una ip real asociada
a un dominio perteneciente a la Universidad Nacional Autbnoma de México,
para la comunicacion cliente-servidor.

Seleccionar un servidor con las capacidades suficientes para cumplir con
los objetivos planteados anteriormente, dicho servidor se adaptara a los
recursos disponibles.

4.2 Analisis.

4.2.1 Descripcion del problema para el disefio de la base de datos.

Existen varias bases de datos en el mundo cientifico asociadas a las proteinas de
levaduras, dichas bases de datos contienen informacion esencial para el analisis,
comportamiento y desarrollo de investigacion principalmente en el area de Biologia
Molecular e Ingenieria Genética. Algunas de las bases de datos mas utilizadas por
la comunidad cientifica en este rubro son: Saccharomyces Genome Database 4,
phosphoGRID [, ProteomicsDB powered B, entre otras mas, desarrolladas por
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universidades como la Universidad de Stanford, Universidad de Princeton,
University of Edinburgh, también algunos institutos de investigacion o incluso por
empresas que venden anticuerpos.

El problema fundamental es que no existe una base de datos que contenga
informacion de modificaciones postraduccionales completa, en estas bases de
datos mencionadas existen s6lo parte de los registros ya que la mayoria no toma
en cuenta los trabajos mas recientes, debido al uso de nuevas tecnologias que
generan miles de datos. El objetivo de ésta base de datos es resolver éste problema.
Se necesita una base de datos que cumpla con los requisitos de normalizacion y la
teoria de las bases de datos, para minimizar los problemas que en algin momento
se puedan presentar al tener una gran cantidad de registros y también los problemas
de incidencia, concurrencia y replicacion.

La informacién que se obtiene de las bases de datos ya mencionadas es cruda y se
requiere una investigacion ardua para obtener la mayor informacién posible,
ademas de que la mayoria de los sitios no dejan descargar al usuario la informacion
ni realizar andlisis con los datos. Una vez obtenida la informacion se necesita
depurar. Regularmente se descargan archivos de Excel y CSV con cientos y miles
de registros, incluso estos archivos se tienen que pasar a archivos de texto plano
para hacer mas flexible su uso, entonces se parsea, se depura el archivo para que
estos pueden ser almacenados por lenguaje SQL a la base de datos, evitando
ingresar registro por registro, sino tabla por tabla. Por lo tanto también se requiere
de algoritmos de programacion practicos y lo mas simples posibles para el
tratamiento de archivos. Algunos algoritmos de programacién se pueden volver mas
complejos y se necesitara de lenguajes de programacion apropiados cuando de
analisis sintactico se trate como puede ser Perl y su extension BioPerl, ademas de
BioPython.

El estudio de las modificaciones postraduccionales y sus bases de datos son el
resultado de investigaciones reportadas mediante publicaciones cientificas, éstas
publicaciones son almacenadas en la base de datos PumMed ¥, cada publicacién
tiene asociado un identificador conocido como PMID, también serd importante que
la base de datos maneje correctamente estos PMID con la finalidad de darle al
usuario la suficiente informacion para que pueda buscar con mas detalle la fuente
de la informacion.

Una vez teniendo la columna vertebral del proyecto con las querys de busqueda
que se definiran a lo largo de este capitulo, se necesitard una pagina web bien
estructurada que tenga una interfaz amigable para los usuarios. En las paginas web
mencionadas en las referencias, no se presentan graficos en 3D para visualizar
mejor la morfologia de la proteina del producto de procesos de cristalizacion o
espectrometria de masas. Para la construccion de un grafico en 3D de una proteina
se necesita de estudios de computacion grafica, estadistica, probabilidad y de
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Inteligencia Atrtificial en algunos casos. Como una mejora, se anexard un espacio
en la base de datos y en la pagina web para su implementacion.

Gracias a los avances que han hecho en las areas de la visualizacion y computacion
gréfica, actualmente es posible hacerlo desde una computadora personal e incluso
desde un dispositivo movil. Los archivos que permiten hacer esto son de extension
pdb, los cuales contienen un formato bien definido y complicado de interpretar para
un lenguaje de programacion usual. Por lo que los algoritmos tendrian que ir
dirigidos a obtener informacion util para la lectura de estos archivos y rescatar
informacion vital para la construccion de una tabla en la base de datos.

Existen programas y aplicaciones moviles que pueden utilizar estos archivos pdb
para visualizar en 3D las proteinas y de las diferentes representaciones que existen
descritas en el capitulo 2, de hecho, se utilizaron algunos para hacer imagenes
representativas en capitulos anteriores, tales como son PyMol, ChemDoodle con
sus APIs; Web Componentes Mobile y Desktop, JSMol, NDKmol, entre otras. Se
tendra como objetivo describir cual serd la aplicacion que se emplee para la
presentacion de las proteinas en 3D en la pagina. Asi como el parseo de los pdbs
contenidos en las bases de datos de levaduras, esto con la finalidad de presentar
la respectiva visualizacion marcando solo aquellos aminoacidos donde ocurren
modificaciones.

Casi todos los pdbs que -caracterizan proteinas de levaduras no estan
completamente cristalizadas, solo ciertas regiones o partes de dominios, también
se necesitara, hacer depuracién de pdbs que si sirvan como representacion de las
modificaciones contenidas en la base de datos.

Y finalmente se necesitara la programacion web para hacer la fusion entre las
consultas de la BD y la pagina web, de forma que la informacién se muestre
amigable y de facil uso; para resolver este problema se tendra que escoger una
forma de colocacion de tablas y seleccionar adecuadamente el espacio disponible
con el disefio web.

Para la actualizacion constante de la base de datos se necesitara de un area de
contacto asi como una seccion en la pagina web donde los usuarios que estén
interesados podran agregar o actualizar informacién de alguna tabla que ellos
deseen. Posteriormente esta informacién tendra que ser valorada por los expertos
en el area, para ser actualizada dentro de la base de datos.

En general, se puede resumir en los siguientes puntos los problemas a resolver:
a) Analizar los medios disponibles, tanto de hardware como software para el

desarrollo del proyecto, desde la eleccion del servidor hasta los servicios de
red.
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b)

f)

Disefiar e implementar una base de datos que contenga la informacion
completa de modificaciones postraduccionales de la levadura
Saccharomyces cerevisiae que se tengan hasta este momento. Hacer las
consideraciones suficientes para un funcionamiento adecuado tanto las que
van orientadas a la teoria como las orientadas a la practica

Realizar los algoritmos de parseo necesarios para la depuracién de la
informacion que se almacenara a la base de datos.

Programacion de las querys de la base de datos orientadas a busquedas que
puedan dar informacion valiosa a los usuarios finales. Estas se definiran a lo
largo de esta tesis.

Clasificar, ordenar y mostrar los modelos de proteinas en 3D con sus
respectivas modificaciones postraduccionales.

Con base a un disefio web, unir las consultas al espacio disponible dentro de
las paginas, para que las querys sean accesibles y de facil uso.

4.2.2 Metodologia.

De acuerdo a la Ingenieria de Software se utilizé lo siguiente:

Modelo de desarrollo incremental para el ciclo de vida del proyecto: Este
modelo se basa en el modelo en cascada en forma interactiva para la
construccion de prototipos. En este proyecto se generaron tres prototipos:

1) Primer prototipo: Desarrollo en WAMP. (Desarrollo primario)

2) Segundo prototipo: Desarrollo en LAMP con el primer disefio web.
(Desarrollo secundario)

3) Tercer prototipo: Desarrollo en LAMP con disefio web finalizado
(representacidon en 3D de proteinas). (Fig 4.0)

;
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Fig. 4.0 Ciclo de vida utilizado en este proyecto.
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e Metodologia &gil predictiva y a la vez adaptativa: Extreme Programming
(XP).
Formulado por Kent Beck, esta metodologia hace hincapié a la
adaptabilidad més que la previsibilidad. Debido a que los cambios de
requisitos en un proyecto son naturales, se necesita una metodologia
referida a resolver esta problematica; la metodologia XP es capaz de
proporcionar tal solucion.

La metodologia XP consiste en:

o El cliente (experto del &rea de Biologia Molecular) define un(los)
requerimiento(s) a implementar.

o El (los) desarrollador (es) estiman el esfuerzo para la
implementacion.

o Se lleva a cabo la implementacion.

o Se valida por el cliente dicha implementacion y plantea un posible
cambio 0 un nuevo requerimiento.

¢ El ciclo de vida referido por la metodologia XP es de: exploraciéon y
planificacion de la entrega (andlisis), las iteraciones (disefio), la produccion
(codificacién y pruebas) y mantenimiento. Todo lo anterior basado en
comunicacién constante con cliente.

e Para el disefio de la base de datos se utilizé la metodologia tradicional:
disefio del modelo entidad relacional (con el modelo desarrollado por Peter
Chen), seguido del modelo relacional (segun las reglas de Frank Codd) y
finalmente el disefio fisico dependiendo del manejador de base de datos
que se elijard méas adelante.

4.2.3 Alternativas de solucion, seleccion del manejador de base de
datos y servidor de almacenamiento y despliegue de la pagina web.

Una vez conocidas las necesidades y los problemas a resolver, lo primero que se
tiene que dar a conocer son algunas alternativas de solucion, donde se discute las
ventajas y desventajas entre las diferentes posibilidades que existan para resolver
este proyecto, pero considerando de igual forma los recursos con los que se
cuentan.

En primer lugar se cuenta de una infraestructura virtual robusta construida en Citrix
XenServer y con una IP real del segmento 132.248.16.X, se trabajara con estos
elementos puesto que son los asignados para este proyecto.
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4.2.3.1 Servidor YAAM (Yeast Amino Acid Modifications).

Se trabajara con un servidor virtualizado ya que se cuenta con la infraestructura
virtual y debido a que sera un servidor web que sera consultado en cualquier parte
del mundo, se considera que debera tener una memoria RAM apta para
desempeiniar un trabajo adecuado, un disco duro y un procesador lo suficientemente
planeados para que en un futuro esta base pueda seguir creciendo.

En buenas practicas de manejo de servidores, para este proyecto se consideran los
siguientes tres elementos (Tabla 4.1), otros caracteristicas como la tarjetas de red,
monitores, etc. no son del todo relevantes para la planeacion de este servidor. Se
tendrd una tarjeta de red para acceso a internet y cualquier otro servicio de
mantenimiento sera realizara propiamente desde un servicio de VPN, desde SSH o
bien desde la consola de administracion de XenServer.

RECURSOS DE HARDWARE

Para etapas de: Prueba y Publicacién Prueba y Publicacién Prueba y Publicacién
desarrollo desarrollo desarrollo
Memoria RAM | Para el acceso 4 Gb 32Gb Desarrolladores: = Desarrolladores: = Desarrolladores = Desarrolladores
rapido a la 15* 30* y usuarios |y
informacion Usuarios finales = Usuarios finales = finales: finales:
contenida en la 50* 300~ 1 1

base de datos y
los programas
involucrados de
respuesta a las

consultas.
Disco Duro Para 50-100 100-250 NA NA NA NA
almacenamiento  Gb Gb
local de la base
de datos vy
herramientas
involucradas
para el
desarrollo web
Procesadores Para dar ' 4 nucleos | 8 nucleos o  Desarrolladores: = Desarrolladores: = Desarrolladores | Desarrolladores
Virtuales respuesta a mas 15* 30* y usuarios |y
todos los Usuarios finales = Usuarios finales = finales: finales:
procesos 50* 300* 1 1

internos desde
la capa de
aplicaciéon hasta
la de datos
Tabla 4.1 Especificaciones de hardware

* estas cifras son evaluadas a partir de usos moderados, usuarios finales que hagan
consultas una tras otra (secuenciales), no paralelas y desarrolladores o
administradores del servidor, personas dedicas al mantenimiento del servidor y la
programacion.

NA- No aplica, puesto que no sera un servidor orientado al almacenamiento neto.
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Se plantean las siguientes alternativas para sistemas operativos:

a) Servidor UNIX: con sistema operativo Linux o de la familia de Red Hat,
CentOS o Fedora, o de cualquier otra distribucion, tiene la gran facilidad de
administracion y monitoreo constante, la instalacion del sistema operativo es
gratuita al ser de software libre.

b) Servidor Windows: con este sistema operativo, se tendra que pagar la
licencia original ya sea de un sistema operativo Windows Server 0 una
version de desktop, asi como los programas para el desarrollo de este
proyecto.

c) Servidor Mac OS: al igual que los sistemas operativos Linux, el software del
sistema operativo es gratuito sin embargo las herramientas de desarrollo
como algunos manejadores de bases de datos no estan del todo disponibles
o algunas aplicaciones de programacion no estan actualizadas.

Discusion: se podria trabajar con las tres alternativas sin embargo, en el caso de un
servidor Windows se requiere un gasto economico adicional a diferencia de las otras
dos alternativas, por lo tanto esa opcion queda descalificada. Los desarrollos de
paginas web y bases de datos no son del todo comunes en iOS, generalmente la
programacion va orientada a asuntos mas comerciales o de beneficios privados, el
interés de este sistema de consultas serd mas académico y para el desarrollo de la
ciencia. Se considera la opcién a) como la mas adecuada, la distribucion sera la
version mas estable de CentOS, la cual es la version 6.5. En este sistema operativo
se instalara el manejador de bases de datos y toda la infraestructura necesaria para
la programacion web.

Aunque existen otras distribuciones de la misma familia, CentOS es un sistema
operativo que va a la par de la distribucion padre Red Hat, pero las aplicaciones
contenidas en él estan del todo probadas y estandarizas en la comunidad de
desarrolladores. Otras distribuciones como Fedora, Ubuntu, Debian, etc. son muy
cambiantes o no usuales.

4.2.3.2 Manejador de bases de datos.

Es necesario escoger un manejador de bases de datos acorde a las necesidades
del proyecto, debido a que esta herramienta nos proveera del mantenimiento,
rendimiento e implementacion de la base de datos. Existen muchos de ellos, tanto
como de software libre tanto de paga, en el primer grupo uno de los maximos
representantes es MySQL y en el segundo Oracle. Para este proyecto se trabajara
con MySQL, al ser muy flexible y accesible, ademas de ser multiplataforma.
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MySQL cuenta con herramientas auxiliares para conexion y manejo, como la
aplicacion de desarrollo Workbench, ademas de contar con programas
especializados para elaboracion de diagramas l6gicos y conceptuales.

La instalacidn se realiza de manera muy sencilla en CentOS, se puede instalar de
manera gréfica como la aplicacion ya mencionada y también en consola. La
administracion de la base de datos sera de las dos formas. En caso de necesitar
migraciones, exportaciones o importaciones de tablas, con este programa sera muy
flexible de realizarlo.

4.2.3.3 Lenguajes de programacion y disefio web.
Los lenguajes seleccionados para el desarrollo de este proyecto:

e PHP: El lenguaje para realizar las conexiones a la base de datos y realizar
las querys especificas cuyos resultados se desplegardn en la péagina,
también sera la union de JSON con HTML.

e JSON: Es un formato ligero de intercambio de datos recibidos por la query
para después ser trabajados en JavaScript de manera mas sencilla.

e JavaScript: nos dard la posibilidad de trabajar con tablas de manera mas
sencilla y explotar al maximo toda el API, donde se puede declarar variables
y funciones que seran llamadas después en HTML para ser visualizadas.

e HTML: es un lenguaje de etiquetas multiplataforma y altamente escalable y
el més utilizado para paginas web, se ocupara para darle formato a la pagina
y manejo de CSS (hojas de estilo).

e Ajax: Es una técnica de desarrollo web para crear aplicaciones iterativas con
el cliente, mientras que la comunicacién con el servidor es de manera
asincrona y se usara para mantener intercambio de datos con el servidor sin
alterar la visualizacion del cliente.

Las siguientes bibliotecas de desarrollo y consulta:

e ChembDoodle Web Componentes: Es una API de desarrollo de paga, aunque
tiene una version para el ambito académico y de investigacion, esta ultima
version es la que se utilizd para este proyecto. Con esta APl se puede
visualizar los pdbs de las proteinas de levaduras y colorear de las formas que
se deseen.

e YeastMine: es una de las bases de datos que otorga informacion util de lo
gue respecta a levadura, ademas de otorgar estadisticas sobre los
proteomas, como peso moleculares, tamafio en aminoacidos, etc.

e DataTables: es un plugin dentro de jQuery que permite dar un formato a las
tablas como resultados de las querys obtenidas. Asi como hacer una
paginacion correcta y agradable.
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e Google Charts: es una herramienta de desarrollo para el manejo de tablas y
gréficas, en este proyecto sera utilizado para versiones de pruebas.

e RSCB Protein Data Bank: es la base de datos que contiene todos los pdbs
que seran utilizados ademas de ofrecer archivos fastas de cada una de las
proteinas.

e PubMed: es una pagina que tiene el control de las publicaciones realizadas,
donde se encuentran documentadas los experimentos e investigaciones
sobre las modificaciones encontradas en la levadura.

4.2.3.4 Ambiente de desarrollo.

Hay una amplia gama de IDEs (Entorno de desarrollo integrado) que son utilizados
para la programacion en los lenguajes mencionados, el mas apropiado para este
proyecto es NetBeans, aunque existen otros mas, tienen mas desventajas con
respecto a éste. Ademas, también se utilizardn herramientas auxiliares como los
editores de texto de sistemas UNIX que se mencionan en la lista de abajo.

e NetBeans: es un ambiente de desarrollo que tiene la caracteristica de ser
multiplataforma, no tiene ningln problema para trabajar con programas
alternativos de edicion de texto y de servicios web como Apache. Es
altamente escalable y tiene la posibilidad de manejar mas de quince
lenguajes de programacion de alto nivel.

e Gedit: es un editor de texto en sistemas UNIX, es muy utilizado porque su
manejo es sencillo, es sensible a sintaxis a la mayoria de los lenguajes de
programacion, es ligero y se utilizara para programacion en Perl.

e Vim: es un editor de texto via consola en sistemas UNIX, que se utilizara para
la programacion de varios parsers en Perl y Python.

Otros editores de texto que son Utiles para este proyecto son notepad++, nano y
Python Scripter, todos ellos son gratuitos y cuentan con las herramientas suficientes
para revisar, programar y analizar archivos.

Algo importante de instalar ademas de las aplicaciones ya mencionadas, es el
escenario para la comunicacion de la base de datos con la pagina web y esta a su
vez con los usuarios finales, es decir los servicios de red, programacion y de bases
de datos. Para esto existen las siguientes opciones:

e XAMPP: por sus siglas X, cualquier sistema operativo, Apache, MySQL, PHP
y Perl, es una infraestructura de desarrollo y servicio de red especificamente
para sistemas de consultas, se puede decir que es exactamente a los mismos
sistemas que se muestran a continuacion, solo que en vez de tener dos
lenguajes de programacion, en los otros s6lo se mantiene uno, ya se Perl o
PHP.
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e LAMP: por sus siglas Linux, Apache, MySQL y PHP en todo caso también
puede ser Python o Perl, esta infraestructura es exclusiva de distribuciones
Linux, cumple con la misma funcidn de actuar como un conjunto de servicios
de red y desarrollo.

¢ MAMP y WAMP, estas alternativas quedan descalificadas, puesto que se ha
elegido un sistema Linux, las siglas M y W hacen referencia a Mac OS y
Windows respectivamente aunque para este proyecto se haran algunos
pruebas en WAMP.

Discusion: Como se puede observar XAMPP y LAMP es practicamente lo mismo,
de hecho implicitamente para este proyecto se utilizara también Perl, porque lo que
se usaran los dos. En lo que respecta a WAMP, se utilizara para realizar las primeras
querys y para ver si el funcionamiento de la base de datos es el adecuado. Es
importante mencionar que para el sistema operativo Windows utilizado para estas
pruebas se contaba con la licencia pagada, por lo que no significé un gasto.

La instalacion de la infraestructura de LAMP en CentOS 6.5, se hace por paquetes,
se instala uno por uno, y se van uniendo a través de la asignacion de permisos, con
los comandos chown y chmod en la consola. Como ya se mencioné NetBeans no
tiene problemas para trabajar con estas dependencias, por lo que es accesible.

4.2.3.5 Implementacion de la infraestructura de desarrollo para etapa
de pruebas y fin de producto.

Una vez establecidas las condiciones y las elecciones para el desarrollo del
proyecto, a continuacién se muestra como se fue formando poco a poco el escenario
de desarrollo, esta seccion se dividira en dos, en la etapa de pruebas; donde se
realizé la mayor parte del proyecto y la etapa final donde se emigré toda la
programacion al servidor YAAM. Esta Ultima todavia se siguié trabajando para
ligarla con la pagina web.

4.2.3.5.1 Escenario de pruebas y desarrollo primario.

Se trabaj6 con un servidor Windows, lo primero que se hizo fue instalar el WAMP,
éste a diferencia del LAMP se instala como una pagueteria dependiente, es decir
se instala todo en su conjunto. La pagina donde se puede encontrar el software es
el sitio oficial: http: //www.wampserver.com/en/, de descarga el servicio
dependiendo la version del sistema operativo, ya sea de 64 bits o 32 bits. Una vez
descargado el programa el paso siguiente es la instalacion.

e Se ejecuta el setup de instalacion, se muestra un cuadro especificando la

version de WAMP que se instalara, asi como los programa asociados
(Apache, MySQL, PHP) y adicionalmente una consola de administracion
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PHPMyAdmin y otras dos aplicaciones que son irrelevantes puesto que no
se ocuparan.

e Se aceptan las condiciones de licencia y posteriormente se indica la ruta de
instalacion, en el servidor se dej6 en el disco local, y se sigue con la
instalacion. Es muy importante recordar el lugar donde se instalara puesto
que los archivos de configuracion de los archivos se encontraran ahi.

e Una vez que se instalo, se ejecuta el servicio, en la barra de tareas se
muestra el icono de WAMP (una W, Fig 4.1) que puede variar en su color,
desde rojo hasta verde, si esta rojo esta pausado, si esta verde todos los
servicio estan corriendo. Para comprobar que los servicios estan corriendo
solo basta con abrir la pagina de proyectos. (esta imagen se muestra abajo).

e Después se instaldo NetBeans de la pagina oficial: https: //netbeans.org/, se
cred un proyecto especial para el manejo de programas llamado Proteins. La
instalacion de este programa es tipica como cualquier otro programa en
Windows, en patrticular se descargd con el Java JDK, de la pagina de Sun
Microsystems.

e Finalmente se instalo el Workbench de MySQL también de la pagina oficial:
https: //mwww.mysqgl.com/products/workbench/, esta herramientas sirve para
conectarse a la base de datos que méas adelante se disefiara.

o
L

WampServer
Version 2.5 Version Francaise

Server Configuration
Apache Version: 2.4.9 - Documentation

PHP Version: 5.5.12 - Documentation
Server Software: Apache/2.4.9 (Wing4) PHP/5.5.12

Loaded Extensions : g apache2handler P bcmath o bz2 & calendar P com_dotnet
& Core o ctype o curl W date o dom
& ereg e exif o fileinfo - filter & ftp
M qd o gettext & gmp & hash P iconv
¢ imap & json o libxml ¢ mbstring & mcrypt
= mhash o mysql o mysqli = mysgind 2 odbc
= openss| o pore # PDO M pdo_mysgl & pdo_sglite
= Phar = Reflection = session = shmop o SimplexmL
¥ soap P sockets o SPL e sqlite3 & standard
& tokenizer P wdx & xdebug o xml P xmireader
= xmlrpc e xmlwriter o xsl M zip o zlib

MySQL Version: 5.6.17 - Documentation

Tools Your Projects Your Aliases
2~ phpinfo() checkbox = phpmyadmin
&~ phpmyadmin = phpsysinfo

Fig. 4.1 Instalacion completada de WAMP server en un servidor Windows, se puede observar
los servicios involucrados con sus respectivas versiones.
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4.2.3.5.2 Escenario del Servidor YAAM y desarrollo secundario.

Como ya se mencion0 se utilizo el sistema operativo CentOS 6.5, se instalo el
servidor en un pool virtual de Citrix XenServer llamado Cronos y en el servidor
central virtualizado Jupiter. Se le asignaron los recursos planteados anteriormente
para las etapas de pruebas y desarrollo (Fig. 4.2).

KenCent .
“OhEmm

= B Jupiter
@ YAAM Search Options *
£54 DVD drives
Femr isks Network
% ocal storage MName CPU Usage Used Memory (avg / max KBs) {avg / max KBs)
% Removable storage
% NFS IS0 library en gargantua El L_[E Cronos
o i = [ Jupiter — — ] .
Q clementine Default install of XenServer 2% of 8 CPUs 5119 of 16374 MB !
o 0/0 15715

0% of 4 CPUs 3813 of 4096 MB
% MNFSISC likrary en gargantua
NFS IS0 Library [132.248.16.5

Fig. 4.2 Muestra de la consola de administracién del Citrix XenServer, donde se puede observar
el pool Cronos, el servidor virtual JUpiter y como host virtual el servidor YAAM.

Cabe mencionar que el disco duro del servidor YAAM es adquirido desde un
Servidor de Almacenamiento NAS llamado Gargantua. Para facilitar administracion
del servidor se instalé VNC Server, de esta manera se evitara la molestia de estar
constantemente accediendo a la consola de administracion del XenServer. Se
puede acceder al servicio de VNC instalando una aplicacion de VNC viewer, que
existe para desktop hasta para dispositivos méviles (Fig 4.3).

Ve yaam:1 (leo): VNC Viewer = =
™ Aplicaciones Lugares Sistema e) @ = es v a aéifnbd%nooet ,V_r aﬂ» jue 2 de abr, 17:18 le~

root@yaam:/var/www/html
Archivo Editar Ver Buscar Terminal Ayuda

[root@yaam leol# 1s
alias.txt notfound. txt

[root@yaam leol# cd /var/www/html/
[root@yaam html]# 1s

Proteinas.zip
doodle.tgz
Papelera [root@yaam html]# ls -la
total 6152
drwxrwuxrwx. 10 apache apache 4096 mar 23 18:32
drwxrwxrwx. 6 root  root 4096 mar 3 17:59
drwxrwxrwx. 7 root  root 4096 feb 9 11:24
-rw-r--r--. 1 root root 6146960 mar 23 18:28 doodle.tgz
drwxr-xr-x. 3 root  root 4096 sep 24 2010
druxr-xr-x. 8 root  root 4096 mar 2 18:37
drwxr-xr-x. 9 root root 12288 mar 19 12:58
drwxr-x--x. 8 root root 4096 mar 27 16:23
rw-rw-r--. 1 leo leo 160112 feb 5 12:48 Proteinas.zip
drwxrwxr-x. 8 lalo lale 4896 mar 25 10:37
drwxrwxr-x. 3 leo leo 4896 feb 3 18:13
-rwxnuxrwx. 1 root  root 25 feb 3 12:31
drwxr-xr-x. 7 apache apache 4096 mar 27 13:46
[root@yaam html]# [}

< >

Fig. 4.3 Entrada a Consola VNC del Servidor YAAM para hacer mas accesible la administracion e
instalacién de herramientas de desarrollo.
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El paso que siguio, es la instalacion de toda la infraestructura LAMP, se instalo
MySQL primero con su herramienta Workbench y el IDE NetBeans, posteriormente
Apache y las independencias de PHP. Todas estas instalaciones fueron en modo
consola, ejecutando comandos sencillos de instalacion como yum o rpm. El
directorio donde se leera todos los archivos para el funcionamiento del proyecto es
Ivariwmww/html, es aqui donde Apache lee los proyecto y los despliega, cualquier
otro proyecto que este fuera de esta ruta, se tendra que editar en los archivos de
configuracion de Apache, asi como cambiar los privilegios para que pueda ser
visualizado por todos los usuarios.

De esta forma se tienen listas todas las herramientas para programar los parsers y
el disefio de las base de datos. Lo que se tiene planeado es disefar la base de
datos e implementarla en el servidor de pruebas asi como realizar los parsers
necesarios que mas adelante se explicaran. Para finalmente migrar toda la base a
este servidor que sera el final y en el que se mostraran los resultados.

4.3 Diseio de la base de datos para modificaciones
postraduccionales.

4.3.1 Requerimientos.

Para tener una idea mas clara para el disefio de la base de datos, se presentan los
requerimientos en los siguientes enunciados, adquiridos por expertos en el area de
modificaciones postraduccionales:

Se tiene informacion del todo el proteoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae
donde cada proteina tiene un identificador universal también llamado nombre
esquematico, una secuencia de aminoacidos, un identificador Unico de la base de
datos de SGD (Saccharomyces Genome Database). Algunas proteinas tienen un
nombre estandar como comunmente se les conoce, también algunas proteinas
tienen una serie de nombres gque se les asigha debido a la funcién que realizan
llamados alias, asi como una descripcidn breve de sus funciones y relevancia.

El identificador universal es construido de una manera muy particular:

¢ Inicia con la letra Y, porque es el organismo al que pertenece, en este caso
Yeast del inglés, levadura.

e La segunda letra es numero de cromosoma donde esta ubicado, donde el 1
corresponde a la letra A, el 2 al B y asi sucesivamente.

e Latercera letra es a que brazo del cromosoma corresponde al izquierdo (L)
o al derecho (R).
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e Los siguientes tres digitos indica el orden de los ORFs (marco abierto de
lectura) a partir del centromero.

e Y la ultima letra indica si la cadena tiene un orden ascendente o descendente
respecto a la convencion de lectura, ya sea Watson (W) o Crick (C), en otras
palabras las cadenas complementarias.

En muchas proteinas, al identificador se le asocia un guion acompafado de una
letra (-A,-B,-C, etc.), esto debido a que se encontré el gen que codifica para esta
proteina después de el genoma reportado.

No todas las proteinas siguen con la estructura del identificador universal ya
mencionado, cuando son ORFs mitocondriales los identificadores inician con la letra
Q seguido de cuatro digitos y cuando son obtenidas en pladsmido inician con la letra
R mas 4 digitos seguida de una W o una R.

El identificador de la base de SGD es mas sencillo inicia con la letra S seguida de 9
digitos.

Se debe de prever a futuro la adicion de informacién sobre regiones ordenadas y
desordenadas para cada proteina relacionada a su secuencia de aminoacidos,
estas regiones se caracterizan por manejar dos caracteres ya sea O’'sy D’s o bien
1'sy0’s.

Ademas existe informacién adicional de la localizacién de muchas de las proteinas
dentro de la célula. Algunas proteina tienen varias localizaciones. Por ejemplo la
proteina YDR395W se encuentra en el nucleo y en citoplasma, sin embargo, de la
proteina Q0017 no se tiene informacion de sus ubicaciones.

Se cuentan con la informacion correspondiente de catorce modificaciones
postraduccionales las cuales son:

Acetilacion.

Ubiquitinacion.

Succinilacion.

Metilacion.

Fosforilacion.

Nitrasilacion.

Modificaciones ocurridas en N terminal
Oxidacion.

. Modificaciones por iones de metal
10. Lipidacion.

11.Glicosilacion.

12. Modificaciones por el ion Calcio.
13.Por puentes de Disulfuro.
14.Sitios Activos

©Co~NoOk~wbhPE
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De las cuales, las primeras ocho se tiene informacion del identificador de la proteina
que esta sufriendo la modificacién, la posicion donde ésta ocurre, el residuo que es
modificado, una secuencia de péptidos después del residuo modificado de unos 10
a 15 residuos en general, y finalmente cada modificacién tiene asociado un articulo
que lo respalda.

El resto de las modificaciones no tienen péptidos asociados, en la modificacion
ocurrida por iones de metal se tiene el ion involucrado.

Una proteina puede tener ninguna, una o mas de una modificacion. Un tipo de
modificacion al menos tiene una proteina asociada. Es decir una acetilacion puede
ocurrir en 3 posiciones diferentes de una proteina, esa misma proteina puede tener
otras 5 posiciones que se ubiquitinen y puede haber proteinas que no sufran
ninguna modificacion. Puede suceder el caso que en una misma posicién ocurran 2
0 mas modificaciones.

Los articulos tienen un pmid designado por la pagina de PubMed y una referencia
donde aparece el autor o autores, el afio de publicacion, el nombre del articulo y
otros datos. Las referencias de los articulos s6lo cumpliran la funcién de dar
informacion auxiliar de donde encontrar la base experimental que se hizo para
encontrar la modificacion postraduccional en cuestion.

Un articulo tiene 1 o0 mas modificaciones documentadas, una modificacion tiene al
menos un articulo.

Algunas modificaciones fueron adquiridas de la base de datos de UniProt (Universal
Protein Resources), dichas registros no cuentan con la informacién del articulo del
cual fueron adquiridos.

La informacion otorgada por las bases de datos en modificaciones no otorgan la
informacion completa de nombres estandares puesto que cada base maneja un
nombre estdndar como mejor le convenga, se necesita también rescatar estos
nombres.

Los pdbs tienen toda la informacién para representar las proteinas en 3D, contienen
cada uno de los &tomos obtenidos mediante experimentos de cristalografia,
generalmente estos cristales puede tener ciertas regiones que no estan bien
formados, a estas regiones se les llama regiones desordenadas o inestables, esto
debido al resultado de cambiar la forma nativa de la proteina, al hacerla pasar por
ciertos procesos quimicos.

Por eso los pdb especifican siempre los residuos que fueron cristalizados de manera

adecuada, puede que un archivo pdb contenga mas de una proteina u otras
moléculas que no son de interés. No todas las proteinas tienen un cristal, esto
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debido que aun no se ha investigado o ésta en ese proceso. Se debera seguir un
criterio particular para clasificar los pdbs que se tomaran en cuenta para
almacenarlos en el servidor (mas adelante se explicara a detalle). Los archivos pdbs
tienen un articulo de publicacion, aunque no todos, puesto que hay algunos que
estan siendo preparados para ser publicados.

Estas especificaciones se tomaran en cuenta para el disefio de la base de datos, se
seguira las reglas planteadas por la teoria, sin embargo, al final se haran
validaciones que iran dirigidas a la programacion y a la vistas de los usuarios (la
practica). En dado caso que no se sigua al pie de la letra la teoria de las bases de
datos, siempre se justificara el porqué. En muchas ocasiones aunque la teoria dicte
seqguir ciertas reglas y patrones, no siempre es lo que conviene para resolver las
necesidades del proyecto.

Aungque en los requerimientos se solicite algo determinado, muchas veces para
hacer ese algo se requieren otras actividades, no es directo, esas otras actividades
generalmente son parsers o algunos algoritmos reprogramables e incluso curacion
de la informacion manualmente, revision tras revision.

4.3.2 ldentificacion de entidades y relaciones.

Partiendo de los requerimientos mostrados, se pudieron identificar las siguientes
entidades:

v" Modificaciéon: Aunque existan 14 modificaciones, se entendera como
modificacion la entidad general de todas. Después se asignara para cada
modificacién sus atributos respecto a la informacién que se tiene del
proyecto. La entidad modificacién formara dos relaciones; una con la entidad
Proteina y otra con la entidad Articulo.

v' Articulo/Fuente: Entidad que representara los articulos que son la referencia
tanto de los experimentos realizados para las modificaciones y para los pdbs.
Tendra como atributos su pmid, un identificador Unico y su referencia, en esta
dltima se involucrara toda la cita del pdb, es decir autores o autor, titulo o
tema, afo, etc. No se considera necesario hacer entidades como Autor o
Temas del articulo, puesto que para las consultas son irrelevantes. No se
haran consultas por Autor y una modificacion en especial, pues como se
menciono en los requerimientos soélo es referencial.

v Proteina: Esta entidad tendra como atributos una clave Unica, su identificador
universal, su secuencia lineal de aminoacidos, su identificador sgdid, el
nombre estandar dado por el archivo fasta de SGD, su lista de alias y
finalmente su descripcién. La entidad proteina tendra tres relaciones; con
modificacion, con pdb y con equivalencia.
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v' PDB: Entidad formada por los atributos de un archivo pdb, como son una
identificador Unico y su nombre, se podria establecer que su hombre sea su
identificador Unico, sin embargo para facilitar las busquedas que se hagan
mas adelante, se marcara de forma independiente.

v Equivalencia: Esta entidad solo tendra una relacion, con proteina. Con la
finalidad de tener informacion auxiliar que luego sera utilizada para ciertas
busquedas, se establece esta nueva entidad. La entidad equivalencia es una
entidad débil, puesto que no se describe a si misma con sus dos Unicos
atributos; un identificador Unico y el nombre estandar.

v Localizacién: Se considera como entidad y no como atributo de la entidad
proteina, en caso contrario habria muchos valores nulos, porque como se
menciona en los requerimientos no todas las proteinas tienen ubicacion
conocida y para evitar problemas de normalizacion mas adelante,
localizacion se establece como entidad débil de proteina.

En algun caso también se podria establecer al nombre de las relaciones como el
nombre de las entidades dadas. Por ejemplo, que la modificacion no sea en si una
entidad, sino mas bien una relacion entre proteina y otra entidad que se llame
residuo, pero para ser mas representativo al area afin, se ha establecido el nombre
de las entidades ya mostradas.

A continuacion se muestran las relaciones con su respectivas cardinalidades, se

utiliza al modelo entidad-relacion de Peter Chen. Para todas las relaciones se ocup6
el programa Edraw Max.

Relacion Modificacion-Proteina

M1

(1.M) (1.1)
MODIFICACION >+ <~ tiene >———— PROTEINA

Una modificacion tiene una proteina, una proteina puede tener muchas
modificaciones. En los requerimientos se mencioné que no todas las proteinas
tienen modificaciones (posible cardinalidad minima igual a cero), en ese caso, las
proteinas existirAn en la base de datos pero cuando se haga la vista
correspondiente, se mostrara sélo la informacion que de ellas se tenga. Cabe
mencionar que se considera como registro Unico (tomado en cuenta para la
cardinalidad) al conjunto de toda la informacion de la modificacion, es decir, su
posicion, su residuo y el tipo de modificacion, de no ser asi, puede que la relacion
estrictamente hablando sea muchos a muchos, esto llevaria hacer tablas auxiliares.
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Relacion Modificacién-Articulo

MODIFICACION

T

et
.,

ARTICULD

Una modificacién puede tener muchos articulos y un articulo puede tener muchas

modificaciones.

Aunque en

realidad esta

relacion

deberia

tener

comportamiento, se vera mas adelante que no es del todo conveniente.

Relaciéon Proteina-PDB

PROTEINA

1.1

1:1

< caracterizada

(1,1)
——H

este

PDB

Una proteina tiene un solo pdb, y un pdb caracteriza s6lo una proteina de interés,
aunqgue esta relacion no es el todo cierta, en realidad se sabe que una proteina
puede que no tenga pdb o muchos y que un pdb puede tener muchas proteinas, lo
gue se hizo para transformar la relacién a uno y sé6lo uno con uno y sélo uno, fue
hacer una depuracion de la informacién de todos los pdbs que caracterizan
proteinas de levaduras, que son aproximadamente 2,800. Se ocuparon 4 parsers y
1 programa automatico de descarga, hasta llegar la curaciébn manual. Aunque
ciertamente la gran mayoria de las proteinas no tendran pdb, puesto que la lista de
pdbs se redujo hasta 600, ese no afectara en la cardinalidad de 1 a 1, gracias a que
la cardinalidad minima no se toma en cuenta para la cardinalidad de la relacion. Se
puede decir con certeza que de esos 600 pdbs existen los residuos cristalizados
gue tienen modificaciones documentadas.
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Relacién Proteina-Equivalencia
1:M

(1.1) (1,M)

S, ie| EQUIVALENCIA

PROTEINA tiene

Una proteina tiene muchas equivalencias, una equivalencia solo estd en una
proteina. Como se menciono la entidad equivalencia es una entidad débil, formando
una relacion débil con la entidad proteina.

Relaciéon PDB-Articulo

1:1

.
o -

PDB ——————=_ referenciado :“}— ARTICULO
x\x : "

Un PDB puede que este documentado en un articulo y puede que un articulo sea
de un PDB. En particular esta relacién también obligaria hacer tablas intermedias,
una correccion en la cardinalidad seria lo mas apropiado.

Relaciéon Proteina-Localizacion

i

(0.M) i P :;;:::;:_.:.___.. (1.M)

PROTEINA tiene LOCALIZACION

Una proteina puede que tenga una o muchas localizaciones y una localizacién
puede estar en muchas proteinas, sin embargo para que exista esa localizacion
tendra que existir la proteina a la cual hace referencia.

En conclusidon: las dnicas relaciones que representa un problema es la de
modificacion-articulo y PDB-articulo, como se puede ver en la relacion modificacion-
articulo la cardinalidad de la relacion es muchos a muchos, eso mas adelante en el
modelo relacional implicaria la construcciébn de tablas intermedias por cada
modificacion. Es decir, siguiendo la regla cuando se presenta una regla persistente
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(muchos a muchos) indica la creacion de una entidad auxiliar que heredard las
llaves primaras de cada entidad. En la practica eso no seria provechoso de la forma
en que se tiene la informacion y como se piensan hacer las consultas, resulta mejor
trabajar con las querys y la programacion para que la relacion quede 1: M, este
arreglo tendrd el mismo resultado como si se tuvieran las tablas auxiliares.

4.4 Modelo entidad relacion.

Para la elaboracion del modelo entidad relacion, se reconsideraron las relaciones
obtenidas anteriormente con la intencién de hacer posibles mejoras que ahorraran
espacio en la base de datos y aumentar el tiempo de respuesta de las consultas
realizadas.

4.4.1 Ajustes de cardinalidades.

Las relaciones proteinas-equivalencia, modificacion-proteina, PDB-proteina y
proteina-localizacion, estan de cierta forma correctas para el manejo de la base de
datos, en el caso de las otras dos, se hicieron ajustes haciendo ciertas
consideraciones:

Ajuste en la relacién Modificacion-Articulo

-1
(1.M) A (1.1}

-
-

MODIFICACION 5-4—«: publicada >—————  ARTICULO

Aunque el comportamiento ideal nos habla de una relacion muchos a muchos,
consideraremos esta nueva relacion, donde una modificacibn puede estar
documentada en un solo articulo, pero un articulo documenta muchas
modificaciones, considerando a la modificacion con todos sus atributos residuo,
posicion, péptidos (segun sea el caso), etc. Es decir puede que se presente el caso
donde una fosforilacion de la proteina YALOOL1C cuya posicion es 41, cuyo residuo
es Sy cuya serie de péptidos es FDLSDKKYV estéa presente el articulo cuyo pmid es
22817900 y también en otro con la misma informacién, pero en cualquiera de los
dos articulos, esa modificacion es Unica puesto que los procedimiento de estadistica
y experimentacion no fueron los mismos, aunque se trate de la misma modificacion.
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Esta consideracion es del todo local, no global, por eso aun existe la posibilidad de
seguir manteniendo la relacion muchos a muchos, mas adelante se remarcara la
relevancia del porqué de esta consideracién en el momento de elaboracién el
modelo relacional.

Relaciéon PDB-Articulo

1:1

FDB

referenciado ARTICULD

La cardinalidad de la relacion se mantiene pero se modifica la cardinalidad minima
de la entidad articulo para evitar la construccion de tablas intermedias. En este caso
se retomo solamente aquellos PDBs que estan en la base de datos, ya que estos
fueron considerados como Uutiles después de elaboracion de parsers y curacion
manual. Entonces se puede establecer que: puede ser que un PDB tenga un articulo
asociado o no, pero un articulo (que se consider6 como Uutil) esta asociado a un
PDB.

Esta consideracion también es local, asi como no se considera todo el universo de
articulos de todos los organismos sino solo aquellos que sean de levadura 'y
especificamente hablando de modificaciones postraduccionales.

4.4.2 Seleccion de atributos de las entidades.

Para la entidad modificacion se determinaron los siguientes atributos a partir de las
especificaciones dadas:

MODIFICACIONES
Modificacion Atributos
Posicion Péptidos Residuo
Ubiquitinacion
Fosforilacion
Acetilacion
Metilacion
Succinilacién
Oxidacion

on
X
x
X
x
X
X
v
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Glicosilacion

Calcio
Nterminal
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Nitrosilacion
Disulfuro

Lipidacion
Sitio Activo

NERNAN
x| x
<
x

Tabla 4.2 Atributos para cada una de las tablas modificacion
En la tabla anterior muestra los atributos que dispone cada modificacion, aquellos
atributos marcados por palomas blancas indican atributos no nulos, aquellos
atributos marcados con palomas amarillas pueden ser nulos y cuando aparece un
tache es que ese atributo se descarta. Aquellos atributos marcados con palomas
rojas son las llaves primarias y Unicas llaves candidatas, todas las palomas sin
importar el color son la super llave de las entidades.

PROTEINA

Atributos Valor
Identificador Universal

Nombre Estandar

EQUIVALENCIAS
Atributos

Nombre
Estandar

PDB
Atributos

v
Secuencia v LOCALIZACION
Secuencia de reg Atributos =
(d [
| Pmid [V |

Informacién

v

Tabla 4.3 Atributos para las otras entidades

Los atributos mostrados en estas tablas son la super llave de la entidad, la paloma
de color rojo es la llave primaria, las palomas azules son aquellos atributos que
pueden ser nulos, las palomas marcadas en blanco son las llaves candidatas. La
paloma verde habla de un atributo utilizado como discriminante. Sé6lo habra una
consideracion semantica con respecto al atributo de secuencia de regiones
desordenadas, ya que estas podran tener un valor de 0’s o de 1’s dentro de su
campo.

Una vez conocidos los atributos y las relaciones con sus respectivas cardinalidades,
el siguiente paso a seguir es elaborar el disefio conceptual a través del modelo
entidad relacion, este paso definira el modelo relacional para dar por terminado el
modelo lI6gico de la base de datos.

Los ajustes hechos con anterioridad sobre las relaciones se hicieron de una vez en
este nivel de disefio para no irlos arrastrando, aunque cabe mencionar que se
pueden realizar en el momento del disefio fisico y la normalizacion.
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En el modelo entidad relacion que se muestra en la siguiente hoja; el nombre dado
a las relaciones son nombres compuestos o0 verbos que reflejan la presencia de la
relacion, cuando son nhombres compuestos se le suele agregar un guion bajo para
indicar las tablas de procedencia. Todas las llaves primarias estan sefialadas con
un Ovalo azul. Las entidades de la parte superior son aquellas que tienen péptidos
como atributos y especificamente las entidades marcadas con rojo son las mas
grande de la base de datos, debido a que sus registros representaran mas del 92%
de los totales.
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Fig. 4.4 Modelo Entidad- Relacién
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4.5 Disefio Logico.

Se aplicaron las reglas del modelo relacional para la formacion del disefio l6gico,
asi como la presentacién de los tipos de datos de los atributos. Enseguida se
hablara del proceso de normalizacion que es de vital importancia para el desarrollo
del modelo fisico y el tratamiento de la informacion.

4.5.1 Construccion del modelo relacional, revision de relaciones.

Se aplicaron las siguientes reglas:

M:M Se crea una nueva entidad que hereda las dos llaves

primarias de cada entidad que participan en la relacion

La llave primaria de la entidad 1 pasa como llave foranea a

la otra entidad.

Entidadl Entidad2 En caso de presentar la cardinalidad 1:1

0,1 0,1 Se crea una nueva entidad que hereda las dos llaves
primarias de cada entidad que participan en la relacion

0,1 11 La llave primaria de la entidad que tiene como

cardinalidades minima y maxima 1 hereda su llave como

llave foranea a la otra entidad

La llave primaria de cualquier entidad pasa a la otra entidad,

el disefiador tendra la eleccién de decidir donde se obtenga

la mayor funcionalidad.

Tabla 4.4 Reglas de transformacion de modelo entidad relacién a relacional

1:M o M:1

11 11

En el modelo relacional todas entidades fuertes pasan a ser relaciones, éstas a su
vez tablas de dos dimensiones, aplicando las reglas ya mencionadas y las referidas
a entidades débiles y relaciones débiles (en el caso de la entidad equivalencias) se
obtuvo el modelo relacional. Cabe mencionar que no hubo la necesidad del manejo
de atributos multivaluados, todos los atributos de la base son Unicos respecto a su
presencia en una proteina en los estudios de biologia molecular.

A continuacion se muestran los tipos de datos de cada atributo:

Atributo Nombre en la Entidad de origen  Tipos de dato Nulidad
B.D.

Id Id Modificacion Number(11) NOT NULL
Id Id Fuente Number(11) NOT NULL
Id Id PDB Number(11) NOT NULL
Id Id Equivalencia Number(11) NOT NULL
Id Id Proteina Number(11) NOT NULL
Id Id Localizacion Number(11) NOT NULL
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Identificador Universal = idprot Proteina Varchar(10) NOT NULL
Posicién posicion Modificacion Number(11) NOT NULL
Residuo residuo Modificacion Varchar(1) NOT NULL
Secuencia sequence Proteina Text NOT NULL
Secuencia de sequence_order Proteina Text NULL
regiones

Sgdid sgdid Proteina Varchar(15) NOT NULL
Nombre Estandar standard_name Proteina Varchar(30) NOT NULL
Alias aliases Proteina Text NULL
Informacion header Proteina Text NOT NULL
Péptidos peptidos Modificacion Varchar(50)/ NULL

Varchar(45)/
Varchar(32)*
lon ion Modificacion Varchar(25) NOT NULL
(Metal)

Nombre Estandar standard_name Equivalencia Varchar(20) NOT NULL
PDBId pdb_file PDB Varchar(10) NOT NULL
Pmid Pmid Fuente Varchar(20) NOT NULL
Referencias fuente Fuente Text NOT NULL
Ubicaciones ubicaciones Localizacion Varchar(50) NOT NULL

Tabla 4.5 Tipos de datos de atributos
*depende de la modificacion en cuestion.

Es importante mencionar que el nombre de la mayoria de los atributos se cambi6 a
inglés con la intencion de hacer universal la informacion contenido en esta base de
datos, atributos como residuo y peptidos también se le cambia el nombre a inglés
pero en la programacioén web. El nombre de las modificaciones también se cambié
a inglés, por cuestiones de comodidad se dejara el nombre en espariol para la
definicion del modelo relacional, mas adelante en el modelo fisico se veran los
nombres definitivos.

Los tipos de datos asignados para cada atributo se definieron por el funcionamiento
gue estos cumplen, por ejemplo: el tipo de dato para el idprot es Varchar (10), debido
a que como se puede ver en los requerimientos, el nombre de una proteina esta
formado por 7 caracteres alfanuméricos o bien de 9, cuando éste tien un guion y
una letra.

La aparicion de proteinas con estos nombres son peculiares, incluso también son
estandarizados siguiendo una estricto control, pero como también se puede ver los
idprot puede tener 5 o0 4 caracteres alfanuméricos si son ORFs mitocondriales o de
plasmido, por lo que se decidié redondear el nUmero de caracteres mas grande que
puede presentar el idprot.

Es necesario mencionar que el atributo ubicaciones es Varchar (150) por mayor
comodidad, el valor del atributo hablara de las ubicaciones que tiene la proteina
separada por comas.

98



Cuando una llave fordnea se presente en el modelo relacional se adiciona al
principio de su nombre el nombre de la entidad de donde provine.
Modificaciones

ACETILACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, peptidos VARCHAR (32), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

FOSFORILACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10)
NOT NULL, peptidos VARCHAR (50), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

UBIQUITINACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10)
NOT NULL, peptidos VARCHAR (50), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

METILACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, peptidos VARCHAR (32), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

SUCCINILACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10)
NOT NULL, peptidos VARCHAR (32), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

NITRACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, peptidos VARCHAR (32), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

NTERMINAL= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, peptidos VARCHAR (45), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

OXIDACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, peptidos VARCHAR (32), residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

METAL= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT NULL,
ion VARCHAR (25) NOT NULL, residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion
NUMBER (11) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

LIPIDACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT

NULL, residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion NUMBER (11) NOT NULL,
source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}
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GLICOSILACION= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10)
NOT NULL, residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion NUMBER (11) NOT NULL,
source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

CALCIO= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT NULL,
residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion NUMBER (11) NOT NULL, source_id
(FK) NUMBER (11) NOT NULL}

DISULFURO= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion NUMBER (11) NOT NULL,
source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

SITIOACTIVO= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL, residuo VARCHAR (1) NOT NULL, posicion NUMBER (11) NOT NULL,
source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

Otras entidades

PROTEINA= {id (UNIQUE) NUMBER (11), idprot (PK) VARCHAR (10) NOT NULL,
sequence TEXT NOT NULL, sequence_order TEXT, sgdid VARCHAR (15) NOT
NULL, standard_name VARCHAR (30) NOT NULL, aliases TEXT, header TEXT
NOT NULL}

EQUIVALENCIA= {[id NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL] (PK) standard_name VARCHAR (20) NOT NULL}

SOURCE-= {id (PK) NUMBER (11), pmid VARCHAR (20) NOT NULL, fuente TEXT
NOT NULL}

PDB= {id (PK) NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT NULL,
pdbid VARCHAR (10) NOT NULL, source_id (FK) NUMBER (11) NOT NULL}

LOCALIZACION= {[id NUMBER (11), proteina_idprot (FK) VARCHAR (10) NOT
NULL] (PK), ubicaciones VARCHAR (150) NOT NULL}

FUENTE= {id (PK) NUMBER (11), pmid VARCHAR (20) NOT NULL fuente TEXT
NOT NULL}

Las entidades de modificaciones y PDB adquieren las llaves primarias de las
entidades de fuente y proteina, las consideraciones y ajustes que se hicieron con
anterioridad repercutieron en este cambio. La entidad equivalencia adquiere la llave
primaria de proteina como llave foranea, ésta ademas del discriminante de la
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entidad se transforma también llave primaria, esto debido a que es una entidad
débil, lo mismo sucede con la entidad localizacion.

Todas las demas entidades quedan tal cual con sus atributos, y se transforman en
relaciones, que finalmente dara lugar a las tablas. Una vez terminado el disefio
l6gico, el siguiente paso es la normalizacion de la base de datos.

4.6 Normalizacion de la base de datos.

La normalizacién es un proceso que se lleva a cabo dentro del disefio de la base de
datos para evitar problemas a futuro, evitando las anomalias y redundancias de
datos:

En anomalias:
v Insercién: Tener datos iguales en varias tablas.
v' Borrado: Perdida de datos al borrar datos relacionados en otras tablas.
v' Actualizacién: Inconsistencia de los datos como resultado de datos
redundantes y actualizaciones parciales.

Y finalmente la redundancia de datos, como el sintoma de tener informacién
replicada de forma exagerada; el problema de la redundancia de datos no es tanto
el espacio que ocupa en la base de datos, sino que no permite tener la informacién
lo mas condensada posible.

Para esta parte se tomara como ejemplo una tabla de modificacion, ésta nos llevara
a otras tablas; proteina y fuente. Al final se analizaran las tablas de PDB,
equivalencia y localizacién

4.6.1 Primera Forma Normal de las tablas modificacion, proteina y
fuente.

En este primer grado de normalizacién lo primero que hay que reconocer es que
todos los valores de los atributos son atdmicos, es decir, un atributo cuyo valor no
se puede descomponer en partes mas pequefias, y principalmente que:

e Todos los atributos son dependientes de su llave primaria

Siendo muy estricto con este punto, se dice que la tabla tiene que ser isoforma,
aunqgue esta definicion fue del todo desarrollada por Chris Date, se evaluaran con
los aspectos ya mencionados; la atomicidad de los datos y la dependencia de la
clave primaria. Finalmente se dice que una base de datos esta en primera forma
normal cuando todas las tablas estan en primera forma normal.

101



Se cuenta con los siguientes registros de la modificacion acetilacion:

idprot peptidos residuo posicion source_id
YALO12W  AALSANKIAEFLA K 267 1
NYDVVLKQHRDAL K 298
KVTDIQKVADLIK K 160
GAEAASKFASSTR K 322
VNYPGLKTHPNYD K 288

Esta tabla pasaria en primera forma normal como:

id idprot peptidos residuo posicion source_id
1 YALO12W  AALSANKIAEFLA K 267 1
2 YALO12W  NYDVVLKQHRDAL K 298 1
3 YALO12W  KVTDIQKVADLIK K 160 1
4 YALO12W  GAEAASKFASSTR K 322 1
5 YALO12W  VNYPGLKTHPNYD K 288 1

Todos los datos son atomicos y existe un identificador (la llave primaria) del cual
dependeran todos los atributos de la tabla, es por eso que se definié desde el
principio un id para cada modificacion, se dice entonces que esta tabla ya esta en
primera forma normal.

De la forma que en se almacend la informacién, fue mas facil utilizar un id
autoincremento de esta manera se llevé un cierto orden.

4.6.2 Segunda Forma Normal en la tabla modificacion, proteina y
fuente.

Antes de trabajar con la segunda forma normal, se tiene que entender bien el
concepto de determinante y de relacidon. En primer lugar un determinante es aquel
atributo cuyo valor depende otro valor de otro atributo, a esto se le conoce como
dependencia funcional. Se puede dar el caso de que el determinante es compuesto,
conocido como llave compuesta. Para que una base de datos esté en segunda
forma normal tiene que cumplir con:

e Estar en primera forma normal.

e Todo atributo que no sea llave, depende funcionalmente de la clave primaria

en modo completo.

Aqui surge un detalle de disefio, se puede plantear que el atributo clave en donde
recaen todas dependencias funcionales de los atributos es el id, sin embargo del
idprot depende todo, dependen los péptidos, puesto que son un fragmento de
aminodcidos de la secuencia de la proteina, el residuo es el aminoacido modificado
de ese fragmento y la posicion es el lugar en la secuencia donde ocurre. Por lo que
se establecera de la siguiente manera: el id efectivamente serd la clave primaria de
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la tabla, de manera independiente se mostrara tanto como el idprot y el source_id,
porque idealmente éste es el comportamiento. Cabe mencionar que se esta
trabajando con una tabla que se construyd en el disefio l6gico y conceptual y los
atributos heredados como llaves foraneas ya fueron considerados como llaves
primarias de sus tablas correspondientes, entonces es aqui donde aparecen las

otras dos tablas, tanto la de proteina como la de fuente.

idprot sequence sequence  sgdid standard aliases header
_order _name

YALO1IW  MPAVLRTRSKESSIEQKPAS S000000009 SWC3 SWcC1 Protein of
RTRTRSRRGKRGRDDDDD unknown
DDDEESDDAYDEVGNDYDE function;
YASRAKLATNRPFEIVAGLP component of
ASVELPNYNSSLTHPQSIKN the  SWR1
SGVLYDSLVSSRRTWVQGE complex,
MFELYWRRPKKIVSESTPAA which
TESPTSGTIPLIRDKMQKMC exchanges
DCVMSGGPHTFKVRLFILKN histone
DKIEQKWQDE..... variant...

YALO12W ~ MTLQESDKFATKAIHAGEHV S000000010 CYS3 cystathionine Cystathionin
DVHGSVIEPISLSTTFKQSSP gamma-lyase e gamma-
ANPIGTYEYSRSQNPNRENL CYS3 CYI1 lyase;
ERAVAALENAQYGLAFSSG FUN35 STR1 catalyzes
SATTATILQSLPQGSHAVSIG one of the
DVYGGTHRYFTKVANAHGV two reactions
ETSFTNDLLNDLPQLIKENTK involved in
LVWIETPTNPTLKVTDIQKVA the
. transsulfurati

on...

YALO13W ~ MSQQTPQESEQTTAKEQDL S000000011 DEP1 FUN54 Rpd3L Component
DQESVLSNIDFNTDLNHNLN histone of the Rpd3L
LSEYCISSDAGTEKMDSDEE deacetylase histone
KSLANLPELKYAPKLSSLVK complex deacetylase
QETLTESLKRPHEDEKEAID subunit DEP1 complex;
EAKKMKVPGENEDESKEEE required for
KSQELEEAIDSKEKSTDARD diauxic shift-
EQGDEGDNEEENNEEDNE induced
NENEHTAPPALVMPSPIEME histone H2B
EQRMTALKEITDIEYKFAQL deposition
RQKLYDNQLVRLQTELQMC onto  rDNA
LE... genes...

Id pmid fuente

1 22865919 Henriksen, P; Wagner, SA; Weinert, BT; Sharma, S; Bacinskaja, G;
Rehman, M; Juffer, AH; Walther, TC; Lisby, M; Choudhary, C (2012)
Proteome-wide analysis of lysine acetylation suggests its broad
regulatory scope in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Proteomics.

2 24489116

11:(11) 1510-22.
Weinert, BT; lesmantavicius, V; Moustafa, T; Scholz, C; Wagner, SA,

Magnes, C; Zechner, R; Choudhary, C (2014) Acetylation dynamics and
stoichiometry in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Syst. Biol.. 10:() 716.
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I | — R, llﬁ
l |1 R [} source_id .
D |
| .
' [ | sequence I
' peptidos . - |
| ici || sequence_ordeq! R3 fuente
. posicion | | : I .
| , o sgdid 4 pmid
: residuo || _ i
Ry : aliases |

header standard_name

Como se puede observar la llave primaria idprot retoma dependencia funcional con
otros atributos de la tabla de origen, pasa lo mismo con source_id. También las
tablas de proteina (tabla amarilla) y fuente (tabla gris) ya estan en primera forma
normal puesto que los atributos son atémicos y estos dependen de su llave primaria.
El campo sequence_order se queda en blanco porque en un futuro se llenara con
la informacién especifica que se tenga en ese momento.

En la tabla de modificaciones se puede observar que el idprot se repite tantas veces
como modificaciones tenga, la teoria de normalizacion platea precisamente que no
deberia existir esta redundancia de datos, porque lo que lleva a modificar la tabla
de proteina agregando un id, como se puede observar en la siguiente tabla:

id idprot sequence sequence sgdid standard aliases header
_order _name
1 YALO11 MPAVLRTRSKESSIEQKPAS S000000009 SWC3 SWC1 Protein of
w RTRTRSRRGKRGRDDDDDD unknown
DDEESDDAYDEVGNDYDEY function;
ASRAKLATNRPFEIVAGLPAS component of
VELPNYNSSLTHPQSIKNSG the SWR1
VLYDSLVSSRRTWVQGEMF complex,
ELYWRRPKKIVSESTPAATE which
SPTSGTIPLIRDKMQKMCDC exchanges
VMSGGPHTFKVRLFILKNDKI histone
EQKWQDE.... variant...
2 YAL012 MTLQESDKFATKAIHAGEHV S000000010 CYS3 cystathionine Cystathionine
w DVHGSVIEPISLSTTFKQSSP gamma-lyase gamma-
ANPIGTYEYSRSQNPNRENL CYS3 CYI1 lyase;
ERAVAALENAQYGLAFSSGS FUN35 STR1 catalyzes one
ATTATILQSLPQGSHAVSIGD of the two
VYGGTHRYFTKVANAHGVE reactions
TSFTNDLLNDLPQLIKENTKL involved in
VWIETPTNPTLKVTDIQKVA the
. transsulfurati
on...
3 YALO13 MSQQTPQESEQTTAKEQDL S000000011 DEP1 FUN54 Rpd3L  Component
w DQESVLSNIDFNTDLNHNLN histone of the Rpd3L
LSEYCISSDAGTEKMDSDEE deacetylase histone
KSLANLPELKYAPKLSSLVK complex deacetylase
QETLTESLKRPHEDEKEAID subunit DEP1 complex;
EAKKMKVPGENEDESKEEE required  for
KSQELEEAIDSKEKSTDARD diauxic shift-
EQGDEGDNEEENNEEDNEN induced
ENEHTAPPALVMPSPIEMEE histone H2B
QRMTALKEITDIEYKFAQLRQ deposition
KLYDNQLVRLQTELQMCLE onto  rDNA
genes...

Y tedricamente ese id pasaria a formar la llave primaria de la tabla proteina, esto
también llevaria a modificar el contenido de la tabla modificacion, sin embargo, no
se realizara de esta forma. Se considera como llave primaria al identificador de la
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proteina, y no al id, aunque se dejo un id autoincremental en la tabla, para que las
tablas sean uniformes.

Discusion:

Se considera al idprot como llave primaria y no al id, porque es Unico y universal,
las comunidades de investigadores y cientificos en el area de biologia molecular y
principalmente del estudio de proteinas de levadura, han estandarizado este
nombre (se puede ver en los requerimientos), aunque se repita la informacion en la
tabla de modificacion y aparezca tantas veces como modificaciones tenga, se
pondra el idprot para:

e Tener un mejor control de los datos, esto es la seguridad de que la proteina
de la que se dice ser modificada realmente sea esa.

e EIl hecho de colocar un id en lugar del nombre de la proteina, también
implicaria la repeticion de ese numero tanto como modificaciones se tenga,
no habria diferencia entre repetir un nimero al repetir el idprot, podria
considerarse incluso como una redundancia de datos controlada, esto
pesando en el tiempo de respuesta de las consultas solicitadas.

e Se mantendra el id de la tabla proteina por razones uniformidad con todas
las tablas, sin embargo el determinante de la relacion seguird siendo el
idprot.

Por lo que se dice que las tres tablas estan en la segunda forma normal, las
relaciones quedarian asi:

Ry = {id, peptidos, residuo, posicion}
R, = {idprot, sequence, sequence_order, sgdid, standard_name, aliases, header}
R3 = {source_id, pmid, fuente}

Estan en primera forma normal y existe dependencia funcional entre el determinante
(el primer atributo a la izquierda) con el resto de los atributos.

4.6.3 Tercera y Cuarta Forma Normal en la tabla modificacion, proteina
y fuente.

Para ahora aplicar la tercera forma normal, se debe entender el concepto de
dependencia transitiva, esta condicion establece que si un atributo A es
determinante de un atributo B, y que si un atributo C es dependiente de un atributo
B, entonces C depende transitivamente de A. Esto puede decir que un atributo
pudiera llegar a depender de un atributo no clave. Para poder decir que una tabla
esta en 3FN se tiene que cumplir que:
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e Latabla esta en segunda forma normal.
¢ Y que no contiene dependencias transitivas.

Aplicando estas nociones a las tres tablas anteriores se llegaria a las relaciones
obtenidas anteriormente, claro que se pudiera pensar que el atributo residuo de la
tabla proteina y la posicion son atributos calculados que dependen de los péptidos,
incluso los péptidos también se pudieran llegar a obtener de la secuencia original
de amino&cidos de la proteina. Sin embargo son datos que estan en articulos de
manera explicita y obtenidos de manera experimental, por lo que dependencias
transitivas no existen.

Todos los atributos no claves dependen de un atributo clave, tal y como lo muestra
el esquema de normalizacion anterior. Gracias a la buen disefio del modelo entidad
relacion y relacional, esta parte no llevo a un gran conflicto. Por lo que se concluye
gue las tres tablas estan en tercera forma normal.

Existe una forma normal intermedia entre la tercera y la cuarta, que es conocida
como la forma normal de Boyce-Codd (FNBC), y existe para lidiar con las
dependencias funcionales no triviales, aquellas que no son eliminadas en la 3FN.
Estas dependencias funcionales no triviales se llaman asi por su ocurrencia en
atributos como llaves candidatas y ademas son determinantes, la forma para
eliminar éstas solo depende de formar un soélo determinante en cada relacion. En
las tres tablas solo existe un Unico determinante por lo que las tres relaciones estan
en forma normal de Boyce-Codd.

Para la cuarta forma normal se necesita recurrir al concepto de dependencia
multivalorada que dice:

Sean tres atributos A, B y C de una relacion R, se dice que el atributo B es
multidependiente de A, si y solamente si en todo valor valido de R, el conjunto de
valores de B coincide con un valor par de (A, C), donde solo depende de Ay es
independiente de C.

A partir de esta definicion se puede ver que las tres relaciones estan también en
cuarta formal normal, puesto que no existe dependencias multivaloradas o
multivaluadas. En muchas ocasiones se permite de manera controlada la
redundancia de datos multivaluados de un conjunto de valores de B que es
dependiente de A, siempre y cuando B sea un subconjunto de valores de A, en esta
tabla esto no se presentara. Al colocar un id en la tabla modificacién como llave
primaria y también utilizar una Unica llave primaria en las tablas de proteina y fuente,
se reduce la existencia de dependencias multivaluadas.
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Pueden existir muchos valores del atributo B sin embargo estaran asociados a un
identificador unico, como por ejemplo: En la tabla proteina existirdn n secuencias
(atributo B) y n sgdid (atributo C) sin embargo para cada secuencia existiria un idprot
anico (atributo A) del cual dependa, y para cada sgdid un idprot (atributo A), pero
ese sgdid y esa secuencia solo estaran en esa proteina y no en otra, eliminando
por completo la idea de atributos multivaluados.

En el caso de la tabla de modificacién ocurre algo parecido, por ejemplo si se tiene:

id idprot peptidos residuo posicion source_id
1 YALO12W  AALSANKIAEFLA K 267 1
2 YALO12W  NYDVVLKQHRDAL K 298 1
3 YALO12W = KVTDIQKVADLIK K 160 1
4 YALO12W  GAEAASKFASSTR K 322 1
5 YALO12W  VNYPGLKTHPNYD K 288 1
6 YALO12W  VNYPGLKTHPNYD K 288 2
7 YALO12W  AALSANKIAEFLA K 267 2
8 YALO12W  KVTDIQKVADLIK K 160 2

Si se sigue el esquema de normalizacion, donde el id de la tabla modificacion es
determinante de los péptidos, del residuo y de la posicion. Se puede observar en
esta tabla que tres posiciones se repiten: 160, 267 y 288 con mismos peptidos y
mismos residuos (en acetilacion el residuo siempre es Lys (K)), sin embargo la
source_id cambia en uno es el 1 y en el otro 2. El simple hecho de que vengan de
articulos distintos es un indicio y elemento discriminatorio y suficiente para repetir
los datos, esta redundancia sera permisiva en todas las modificaciones.

Discusion: Como se mencion6 con anterioridad no todos los articulos siguen las
mismas reglas de clasificacion para considerar si un residuo es modificado o no, de
hecho para llegar a esa conclusion se tuvo que haber repetido el evento una serie
de veces y con el manejo de la estadistica llegan a la afirmacion y la certeza de que
hubo una modificacion postraduccional. Sin embargo aunque esa redundancia sea
permisiva es valida para las necesidades del proyecto por:

e El manejo del id como llave primaria (atributo A) es determinante de todos
los atributos; posicion (atributo B) y atributo péptidos (C), aunque el atributo
B sea independiente del atributo C, esa posicion no volvera a parecer en el
mismo valor de determinante otra vez, sino en otro, y automaticamente se
rompe la regla para la existencia de dependencia multivariada.

e Elmanejo de consultas han demostrado ser rapidas con las consideraciones
hechas, de otra forma seria mas tardado porque la busquedas no
involucrarian una sola tabla sino dos 0 mas.
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Por lo demas, se puede decir que las tres tablas estan en cuarta forma normal y
dltima. Cabe mencionar que existe una quinta forma normal pero no es muy
aplicada, porque rara vez una cuarta forma normal tampoco es quinta forma normal.

4.6.4 Normalizacion de las tablas equivalencias, PDB y localizacion.

Faltaria por normalizar dos ultimas tablas, so6lo se aplicara la teoria y se daran las
razones concernientes a su cumplimento o correccion de posibles errores (Tabla
4.5).

En PDB: En Equivalencias: En Localizacion:

pmid_3d \ id idprot standard_name id idprot Ubicaciones

YDR390C = 30NH 525

1 1 YMRos6C AAC1

2 | YDR530C | 4IsT 526 2 | YBRo85W | AAC3 Bl YPRi61C  nucleus

3 YLR208W  3JRP 527 3  YJRi55W | AAD1o n--
4 | YG252W 1YGH 528 4 | YNL3312C AAD14

/Al YDR295W  cytoplasm,
nucleus

Valores de atributos atémicos

v v v
Todos los atributos son dependientes a su llave primaria
v v v
En 1FN
v v v
Determinante: id Determinante: id Determinante: id
Dependencia funcional en el determinante
v v v
En 2FN
v v v
Relaciones
Determinante: id Determinante compuesto: id  Determinante compuesto:
y idprot id y idprot
R, = {id,pdb_file} Rs = {(id, idprot), standard_name} R¢ = {(id, idprot), ubicaciones}

pdb_file standard_name ubicaciones

Existencia de depedencias transitivas

X X X
En 3FN

v v v

En forma Normal de Boyce-Codd
v v v
Existencia de depedencias multivaluadas

X X X
En 4FN

v v v

Tabla 4.5 Normalizacion de equivalencias, localizacion y PDB.
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Los determinantes compuestos o también llamados llaves compuestas, en las
tablas localizacion y equivalencias son asi porque las llaves primarias de cada
entidad estan conformada también por la llave foranea que adquieren de su entidad
fuerte que es Proteina. No hay ningun problema que se considere de esta forma
puesto que el id e idprot son Unicos, no habra otra proteina con el mismo id que
tenga las mismas localizaciones y de igual forma no habra un id e idprot que tengan
mismo nombre estandar.

4.7 Disefno Fisico.

El siguiente paso a realizar es el disefio fisico de la base de datos, mediante el
modelo relacional obtenido en el disefio 16gico, el disefio fisico a diferencia del
disefio l6gico depende mucho del SGDB, como se menciond al principio de este
capitulo el manejador de bases de datos para este proyecto fue MySQL por lo que
se los tipos de datos y modos de acceso a la base iran dirigidos a éste.

En la siguiente pagina se puede observar el modelo fisico, obtenido después de
todas las normalizaciones realizadas y los pasos ya planteados anteriormente. Los
nombres de las tablas fueron cambiados a inglés sin embargo los atributos
mantienen su nombres en espafiol. Estos Gltimos se mantendran en la nivel interno
de esta forma, sin embargo, en el momento de la visualizacion en la pagina web
también se mostraran en inglés.

El disefio fisico fue hecho a través de la aplicacion de Workbench de MySQL, que
permite crear modelos para después convertirlos en tablas (Fig 4.5).
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j Localization
idINT

# proteina_idprot VARCHAR{10)
> ubicadiones VARCHAR(150)

I pdb
idINT

>

% proteina_idprot VARCHAR(10)

7 pdb_file TEXT

pmid_3d VARCHAR(45)

_ Activesite v
id INT

@ proteina_idprot VARCHAR(10)

> posicion TNT

> residuo VARCHAR( 1)

@ source_id INT

Fig. 4.5 Modelo fisico de la base de datos

_] ubiquitin
idINT

@ proteina_idprot VARCHAR(10)

peptidos VARCHAR(50)
> residuo VARCHAR({ 1)

» posicion INT

@ source_id INT(11)

v _] Methylation

idINT
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@ source_id INT(11)
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— I 1 | |
@ source_id INT(11) | % [
| |
" 2 Mel v .
Nli I id VT I |
| | | ¥ proteina_idprot VARGHAR(10) | } i
I I »ion VARCHAR(S) I | |
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peptidos VARCHAR(45) I I | } I  proteina_idprot VARCH #R(10) ‘
> residuo VARCHAR(4S) T I r+—\—|——| # pasidon INT |
> pesicion VARCH AR(45) } I I | } } I  residuo VARCHAR( 1) }
| )
% source_id INT | I | } | I @ source_id INT(11) }
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Source v
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peptidos VARCHAR(32)
» residuo VARCHAR( 1)

> posicion INT

% proteina_jdprot VARCHAR(10)
peptidos VARCHAR(32)
> residuo VARCHAR( 1)

@ source_id INT(11)

id INT

| pisulfide v
id INT

@ proteina_idprot VARCH AR{10)

> residuo VARCHAR(1)

2 posicion INT

@ source_jd INT(11)

> posicion INT
@ source_id INT(11)

j Oxidation

% proteina_idprot VARCHAR(10)

peptidos VARCHAR(45)
> residuo VARCHAR(1)
> posicion INT
# source jd INT(11)

:] phosphorylation

id INT

v

 proteina_idprot VARGHAR(10)

v  source_id INT(11)

@ proteina_idprot VARCHAR(10)
peptides VARCHAR(32)
residuo VARCHAR(1)

@ proteina_idprot VARCHAR(10)
# residuo VARCHAR(1)

» posicion THT

@ source_id INT(11)

] Glycosylation v
id INT

@ proteina_idprot VARCHAR{10)
peptidos VARCHAR(32)

2 residuo VARCHAR(1)

> posicon INT

@ source_id INT(11)

peptidos VARCHAR(32)
residuo VARCHAR(1)

posicion INT
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4.8 Algoritmos de programacion para parseo y depuracion de la
informacion de modificaciones postraduccionales. Manejo de BioPerl y
Python.

Una vez creado el modelo fisico de la base de datos, lo que sigui6 fue llenar las
tablas con la informacién correspondiente de los articulos y bases de datos sobre
modificaciones postraduccionales, sin duda, esta parte es del todo delicada, porque
la informacion que se adquirié tuvo que ser revaluada una y otra vez. Se tiene que
tener la completa seguridad que lo que se esta poniendo en la base de datos es
correcto.

Se puede aplicar un BLAST para saber si la secuencia de peptidos es correcta, o
incluso con un programa sencillo recorrer toda la secuencia de aminoacidos de la
proteina y llegar a la posicion indicada para saber de qué residuo se trata y
compararlo con lo dice el articulo

La etapa de parseo fue una de las que tomé mas del 40% de programacion de total
del proyecto, hubo distintos sucesos que podrian resumir las actividades hechas de
la siguiente manera:

e Primera etapa: Se recibieron 5 archivos originales de 5 modificaciones
(acetilacion, fosforilacién, ubiquitinacion, succinilacion y calcio). Estos
archivos previamente ya habian sido tratados con BioPython y tomado de los
articulos originales.

e Segunda etapa: Se trabaj6é directamente con esos 5 archivos fuente para
volverlos parsear por posibles errores. Se trabajé con un archivo fuente
extraido de UNIPROT para conseguir las modificaciones pequefias como
metal, lipidacion, glicosilacién, sitio activo y disulfuro. Se extrajo de las
modificaciones acetilacion y fosforilacion, la informacién para oxidacion.
Toda esta etapa fue trabajada con Python y adicionalmente se tuvo que
manejar un intercambiador de nombres puesto que los nombres de las
proteinas asignados por UNIPROT cambian a los universales.

e Tercera etapa: Se agregaron nuevas modificaciones que anteriormente no
estaban consideradas (Nitrosilacion, Nterminal) y metilacion. Hubo
correcciones de las modificaciones de fosforilacion y ubiquitinaciéon puesto
gue los archivos originales habia muchas repeticiones. Se llené la tabla de
equivalencias con los datos dados por UNIPROT, rescatando el
standard_name de cada proteina.

e Cuarta etapa: Se cre0 la tabla localizacidén, aunque en los requerimientos se
menciona, realmente no se pensaba antes agregar las localizaciones de
cada proteina, pero finalmente se decidio anexar al proyecto dicha
informacion. Se trabajo con un archivo fuente otorgado por los expertos en el
area con diversas categorias de localizaciones dentro de la célula.
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¢ Quinta etapa: A partir de la anterior etapa se inicio al programacion web y la
construccion de las querys (en el siguiente subtema se hablara de eso), en
esta etapa se inicid el desarrollo para la integraciéon de los PDBs, que
consistié en una curacién manual y en la programacion de 8 parsers para
seleccionar aquellos que realmente interesaban al proyecto, esta etapa fue
crucial porque aparecieron nuevos problemas en algunas modificaciones que
tuvieron que ser revisadas una vez mas, debido a que los archivos originales
tenian informacién errénea se tuvo que trabajar desde los articulos originales
y volver a parsear, especialmente acetilacion, fosforilacion y ubiquitinacion.

e Sexta etapa: Adiccion de nuevos registros de disulfuro y finalmente se realizo
la segunda curacion manual de PDBs, con la intencidn de rescatar aquellas
proteinas que tenian pdbs pero que no tienen modificaciones en la secuencia
cristalizada.

Como resultado del parseo se obtuvieron como resultados: 43 parsers y 168
archivos de texto plano como producto de la compilacion de los parsers. Para
explicar este subtema, se dividira en modificaciones y parsers, se pondran aquellos
parsers mas representativos y los otros se anexaran en la parte de apéndice de esta
tesis.

4.8.1 Tratamiento de la informacion de metal, lipidacion, sitio activo,
glicosilacion, disulfuro y calcio.

Para estas modificaciones se extrajo la informacién directamente de UNIPROT,
como ya se menciond, es una base de datos reconocida que recopila informacion
de diferentes publicaciones sobre proteinas y tiene documentacién de diferentes
modificaciones postraduccionales.

Archivo fuente: ElI documento original es un documento en Excel que contiene
informacion de las proteinas de levadura y las modificaciones que estan sufren,
contiene un idprot de UNIPROT seguido por el alias, informacion sobre la fisiologia
de la proteina, algunos nombres estandares de la proteina, el organismo de
procedencia, tamafio de la cadena de aminoacidos y finalmente una serie de
columnas que representan diferentes modificaciones de interés metal, lipidacion,
sitio activo, glicosilacion, calcio y disulfuro, de esta ultima modificacién se hablara
después. Se puede ver en la siguiente tabla los campos ya mencionados, que
servirdn como referencia para el parseo.

Idprot(UNIPROT) Alias Funcién Nombre Organismo Tamafio Modificacionl  Modificacion2

de genes
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Programa:

infile=open("C:\Users\Eduardo\Documents\\uniprot_ for item in iones:

metal_new.txt","r")
if('METAL' in item):

#infile2=open("C:\Users\Eduardo\Documents\\uniprot

_ID.txt","r") str=item.replace("METAL","")

outfile=open("C:\Users\Eduardo\Documents\\uniprot_ str2=str.replace(" (By similarity)","")

metal_brand.txt","w") str3=str2.replace(".","")

for line in infile: strd=str3.replace(' ','")

lista=line.split('\t') lista2=str4.split(\t)

iones=lista[1].split(";') print lista2

#stan_name=lista[0] outfile.write("\t'+lista[0]+'\t'+lista2[0]+'\t'+lista[2])

H#if('METAL' in line): infile.close()

# outfile.write(lista[0]+'\t'+lista[12]+'\t'+lista[14]) outfile.close()

Funcionamiento: el programa tiene la capacidad de buscar dentro del archivo fuente
registros asociados a modificaciones especificas, en la primera linea comentada,
aparece el archivo fuente el cual se abre para analizar registro por registro, el
archivo tiene 6622 registros y cada que encuentre una modificacion deseada la
escribira en el archivo de salida (en este caso se trabaj6é con la modificacion metal).
Aparece un ciclo for que leera registro por registro el archivo fuente (se cambio el
archivo en Excel a extension txt), para cada linea que se lea se crea un arreglo a
través de la funcidn split, que separa los elementos de la linea mediante un
tabulador, en la linea comentada del if es donde se valida que modificacion se esta
buscando.

Si la linea tiene METAL, ACT_SITE, etc. se sabr4d a que modificacion hace
referencia, y una vez encontrada la modificacion de interés, se escribe en el archivo
de salida el idprot (el elemento O de la lista) seguido de un tabulador y aquellas
columnas que corresponden a esa modificacién, en este caso para metal fue la
elemento 12 y 14, donde la columna 12 corresponde a las posiciones donde ocurren
las modificaciones por iones de metal y la columna 14 las lista de pmids, que al final
fue omitida.

Esta misma operacion se realiz6 para las seis modificaciones, en caso de que haya
mas de dos posiciones mencionadas se hace una segunda lista de elementos (en
este caso la lista se llama iones) ocupando un split con el punto y coma. Después
se recorre el arreglo por elementos mediante un for item, de esta forma cada que
se encontré el nombre de la modificacion habra una nueva posicion excepto para
disulfuro (se parseo a parte, después se mostrara el codigo para esta modificacién),
se borra todo aquello que no sea un nimero o un ion, con las lineas de replace y
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finalmente se vuelve a separar los elementos por tabuladores y como en casi todas
las modificaciones las posiciones se repiten, se toma el primer elemento del arreglo.

Una vez hecho esto se abre un segundo archivo marcado como infile2 que contiene
las equivalencias para intercambiar nombres del idprot (linea comentada, cambia
a idUniprot.txt).

Y se manda al archivo de salida toda esta informacién en el mismo orden que lo
plantea el disefio fisico de la base de datos. Para mayor claridad el siguiente
esquema lo explica:

En lectura y procesamiento:
VIS

Nombre Tamano Modificacion1  Modificacion2

de genes
3HAO_YEAST 3 BNA1 S.C. 177

h—ydroxyanthranilate HAD1

YJRo25C

Jisso

AAP1 S.C. 856
YHRo47C

Idprot Funcion
(UNIPROT)

P47096

Organismo

Alanine/arginine
aminopeptidase

P37898 APP1_YEAST

ACT_SITE

I

CALCIUM DISULFIDE GLYCOSYLATION LIPIDACION METAL PMIDS

v
ACT_SITE 301 301 Proton acceptor (By similarity)

METAL 49 49 Iron; catalytic; METAL 55 55 Iron; catalytic.; METAL g7 97 Iron; catalytic.; METAL 126
126 Divalent metal cation.; METAL 129 129 Divalent metal cation.; METAL 163 163 Divalent meta
cation.; METAL 166 166 Divalent metal cation.

Se guarda en arreglo [line]

[P47006, METAL 49 49 Iron; catalytic,;
METAL 55 55 Iron; catalytic.; METAL
97 97 Iron; catalytic.; METAL 126 126

' Se guarda en arreglo [line]: |
[P37898, ACT_SITE 301 301 Proton acceptor (By
similarity).]

Corrimiento del Arreglo mediante For item
NUmero de veces que aparece ACT_SITE,1
Entra una vez al ciclo

En el ciclo, se limpia el elemento del arreglo
y se crea un segundo arreglo [line2]

[P37898, 301 301]

Nueva variable str4="301 301’

line2=[301 301]

Se considera el primer elemento del arreglo
line2 y se busca equivalencia de idprot al

identificador universal
P37898-----> YHRo047C

Se imprime en archivo de salida
YHRo47C 301

Divalent metal cation.; METAL 129
129 Divalent metal cation.; METAL
163 163 Divalent metal cation;
METAL 166 166 Divalent metal
cation.

]

Corrimiento del Arreglo mediante
For item

Numero de veces
METAL, 6

Entra seis veces al ciclo
En el ciclo, se limpia el arreglo y se
crea un segundo arreglo [line2]

que aparece
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En esta proteina con esa posicion hay un sitio
activo.

Se puede observar dos rutas, la ruta
azul que habla de proceso de parseo
de una modificacién cualquiera que
no sea metal y la ruta roja-naranja
que es la de metal. En tablas se
muestra el proceso de compilaciéon
que hace paso por paso el programa,
la explicacion general del programa
se habla al inicio del funcionamiento.

Cabe mencionar que el archivo
fuente para hacer el traslado de idprot
se obtuvo de un archivo
proporcionado por la misma base de
UNIPROT, aunque también se tuvo
que parsear para otras
modificaciones.

[P47096, 49 49 Iron 55 55 Iron catalytic 97 97 Iron;
catalytic 126 126 Divalent metal cation 129 129

Divalent metal cation 163 163 Divalent 166 166
Divalent metal cation]

Seis Veces

Nueva variable str4="49 49°

line2=[49 49]

Nueva variable str4="55 55’

line2=[5555]

Nueva variable str4="97 97°

line2=[97 971

Nueva variable str4="126 126’

line2=[126 126]

Nueva variable str4="129 129’

line2=[129129]

Nueva variable str4="163 163’

line2=[163 163]

Nueva variable str4="166 166’

line2=[ 166 166 ]

P47096-----> YJR025C

Hubo muchos pasos intermedios para obtener la modificacion metal que no son
explicados aqui por razones de sintesis, de manera general se fueron creando
archivos intermedios hasta llegar a lo que se muestra en la tabla, pero la l6gica es

la misma.

Después de obtener estos primeros 6 archivos secundarios donde se tiene la
proteina y la posicién, se utilizd el siguiente programa para obtener el residuo

modificado:
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Programa:

infile=open("C:\Users\Eduardo\Documents\\calcium_bi
nd.tXt","r“)

infile2=open("C:\Users\Eduardo\Documents\BaseDeD
atoswBio\\proteinas_yeast.txt","r")

outfile=open("C:\Users\Eduardo\Documents\\calcium_
last.txt","w")

pt={}

except KeyError as ee:
print "no"

prot=list(pept)

posi=int(pos)

try:

res=prot[posi-1]

for line in infile2: except IndexError as e:

listadicc=line.split('\t") print "no"

ptllistadicc[1]]=listadicc[2]

print res

for line in infile: outfile.write("\t"+lista1[o]+"\t"+res+"\t"+pos)

#listaz=infile2.readline().split('\t") #for itermn in lista:

listaz=line.split(\t') #outfile.write(peptidos)

protkey = listai[o] outfile.close()

pos=listai[1] infile.close()

try: infile2.close()

pept=pt[protkey]

Funcionamiento: El programa recibe como archivos de lectura, los 6 archivos
intermedios generados en programa anterior y el proteoma, y se generara un
archivo de salida que seréa el archivo donde ya no sélo se tenga la posicion y la
proteina modificada sino también el residuo modificado:

e Se lee el proteoma linea por linea para crear una lista asociada de idprot
(llave) con su secuencia (valor).

e Se lee el archivo producto del programa anterior y se obtiene el idprot y la
posicion para después buscar dentro de la lista asociada esa secuencia en
particular.

e Se coloca una seccion de codigo try-except para mostrar un mensaje si la
proteina no existe, si se obtiene la secuencia se obtiene el caracter en esa
posicién que sera el residuo modificado, de igual forma si no lo encuentra se
muestra un mensaje que el residuo no se encontro.
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e Finalmente se escribe en el archivo de salida el idprot, el residuo y la
posicion, en caso de ser metal s6lo se adiciona el ion.

Con esto, se tiene la informacion completa de esas modificaciones con los registros
ordenados, lo que siguio fue agregar el pmid para cada uno de los archivos
generados (el programa se puede ver en los apéndice: pmid_parser.py). Para estas
modificaciones solo se le agrego el pmid 7 que corresponde a uniprot.org.

El parseo fue el mismo para las 6 modificaciones sin embargo se tuvo que volver a
parsear la modificacion disulfuro que se muestra a continuacion.

Programa:

#!/usr/bin/perl

my Sproteoma="proto.txt";
my Suniprot="uniprot_yeast.csv";
my $posis="posicionesdis.txt";

my Sfile= "uniprot_ID.txt";

my %disulf;

open(IN,Sproteoma)| | die('File not found');

while(<IN>)H{

chomp;

my (undef,Sidprot,$seqfather, undef)= split
AVVATH

Suniverse{Sidprot}=$seqfather;

close(IN);

open(IN,Sfile);

while(<IN>){

chomp;
push @linea,$_;
}

close(IN);

Scadena="DISUL la cadena tiene 353 (leo 32)";
Scadena="~ s/[a-zA-Z]//g;

#print Scadena;

open(EN,Suniprot);
while(<EN>){
chomp;

my
(Suniprotid,undef,undef,undef,undef,undef,$sitio_acti
vo,undef,Scalcio,Sdisulfide,Sglicosilacion,Slipidacion,un
def)=split \t/,S_;

if ($disulfide ne ""){

#print Suniprotid."\t".Sdisulfide."\n";
Sdisulfide="s/[a-zA-Z]//g;
Sdisulfide="s/[\.;1//g;
Sdisulfide="s/\(..\)//g;
Sdisulfide="s/\(\)//g;
Sdisulfide="s/\(\)//g;
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Sdisulfide=~s/-//g;
#print Suniprotid."\t".Sdisulfide."\n";
}

}

close(EN);

open(IN,Sposis);

while(<IN>){
chomp;
my (Sidprot,Sposiciones)= split /\t/,S_;
#print Sidprot."\n";
my @posiciones= split /\s+/,Sposiciones;
foreach my Sele (@posiciones){

if (Sele ne ""){

Sdisulf{Sidprot.'*'.Sele}="1";

#print Sidprot."\tSele\n";

}

close(IN);

foreach Skeys (keys %disulf)
{ my ($id,$pos)=split /\*/,Skeys;
foreach $elemento(@linea){
if (Selemento =~ /$id/){

@valores=split
/\s+/,Selemento;

foreach Svalor(@valores){

if ((Svalor="
NAw(7}/) && (Svalor="/AY/) && (Svalor=~ /\d{3}/))}{

Sonres{$valor."*".$pos}=1;

#print
Svalor."\n";
}
}
}
}
#print "Skeys con Sdisulf{Skeys}\n";
}
foreach Skey (keys %onres)
{
#print "Skey con Sonres{Skey\n";
my ($id,$pos)=split /\*/,$key;
Skey="s/;//g;
if (exists(Suniverse{Sid})){
my @aminoacidos= split
//,Suniverse{Sid};
Spos=$pos+54,if (Sid eq "YLR218C");
Sresiduo=$aminoacidos[$pos-1];
print "\tSid\tSresiduo\tSpos\t7\n";
}else{
#print "no exito en proteoma
Skey\n";
}
}

Funcionamiento: Este programa fue realizado en Perl, hace el funcionamiento de
los dos programas anteriores. En general hace lo siguiente:
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Se crea un hash llamada universe que contempla todas las proteinas con sus
secuencias, obtenido del archivo que contiene todo el proteoma (primer ciclo
while).

Se procede a leer todo el archivo UNIPROT y se guarda en un arreglo
especial llamado linea.

Se lee el archivo donde estan las modificaciones y se obtiene solo aquellas
asociadas a disulfuro (tercer ciclo while) y se elimina todo lo que no sea un
namero, todo eso se guarda en un nuevo archivo llamado posicionesdis.txt.
Posicionesdis.txt es leido para guardar en un arreglo todas las posiciones
gue pueda tener una proteina, que después se ocuparan para crear una hash
llamada disulf, cuya llave seré el idprot y la posicién que encuentre.

Se recorre toda la tabla hash disulf y también todas los elementos del arreglo
linea, donde se hayan todos las equivalencias, cuando uno de esos idprot
sea igual a una de las llaves, se separa todas las equivalencias para esa
proteina, y sélo se acepta aquellas idprot que cumplan con la nomenclatura
universal.

Se crea una hash auxiliar donde el nombre de la proteina ya no corresponde
el idprot de UNIPROT sino al universal (a partir de ahora se le llamard nombre
esquematico), la hash se llama onres.

Finalmente se recorre todas las llaves de onres, y se separa cada una en el
idprot y la posicion, se valida que la proteina exista, de ser asi se almacena
todo la secuencia de aminoacidos y mediante la posicion se busca el residuo
dentro del arreglo, como en Perl los indices de un arreglo empiezan en cero,
le restamos uno a la posicion. En esta parte se encontré6 un error de
UNIPROT en la proteina YLR218C, arrojaba un residuo distinto a cisteina,
gue como se recordara la modificacion disulfuro afecta solo a la cisteina. Esto
quiere decir que no siempre los articulos manejaran informacion fehaciente,
habra algunos registros que tendran un residuo o posicion errénea, en esta
tesis se mostraran algunos.

Al terminar de ordenar y limpiar la informacion mediante los programas explicados,
se obtuvieron los 6 archivos con los que se llenaron las tablas correspondientes.
Para hacer mas ameno este subtema a partir de ahora no se colocaran los
programas utilizados para las concernientes modificaciones (€stos se anexaran en
en el apéndice para su consulta). A menos de que sea muy relevante su adicion,
para mayor facilidad se manejaran esquemas para explicar lo que se tuvo que
programar para llegar a lo deseado.

4.8.2 Tratamiento de la informaciéon de acetilacion.

Para esta modificacion se utilizaron varios parsers que se pueden ver en el apéndice
como: acetil_nuevos.ply acetilCorrec.pl.
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Archivo fuente: Se trabajé con dos articulos dedicados a acetilacion: Henriksen 2012
y Weinrt 2014, adicionalmente informacion de otros articulo de cuyos datos estan
en un archivo llamado PTMfunc y también algunos cuantos registros del articulo
Kang 2015. De estos dos ultimos no se hablara como estaba la informacion original,
porque ya estaba semiordenada sélo se tuvo que agregar algunos atributos. Como
ya se menciond se tuvo que corregir esta modificacion debido a que algunos
registros se repetian y algunas posiciones estaban errGneas en los archivos
originales. Aunque si existen los primeros parsers para acetilacion aqui solo se
hablaréa de los dos mencionados al inicio de este subtema.

En el articulo Henriksen 2012, la informacion esta asi:

Idprot(s)  Posicion(es) Idprot(s)  Posicion Informacion  Probabilidad  Marcas/Eventos  Repeticiones  Péptidos  Otros

Datos

En el articulo Weinrt 2014 de esta forma:

Id Posicion(es) Posicion Idprot(s) Idprot Informacion  Probabilidad Péptidos  Otros

Datos

Esquema y funcionamiento del programa
A continuacion se muestra un diagrama que explica el funcionamiento del parser

acetilCorrec.pl que trabaja con los dos articulos de arriba. Por razones de espacio
se coloca primero la segunda parte del programa y después el inicio.

r

-L Delresultado de 13
comparacion de registros
anteriores

De |a hash acetil

Para cada key

Busquéda de errares

existen en
secuencia y
elresiudo es

si

Se imprime en
consola valores de
idprot, posicion y
peptidos
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Libro1

eliminar registro YJL114W :
con posicién 400 Speptidos

Libro2

Articulo: 2012 Henriksen

YDROSIW. YER17TTW 90:90 ICSYRSKIETELT; IRSYRSKIETELT
YEROSIW.YILO74C 188,188 HTIGTWNKVAARCW

YEROGTW LHOHIEKHLLKDI i

| modificacion |

si
YDROS9W; ICSYRSKIETELT;
YER17TTW S IRSYRSKIETELT

YEROSIW 188; HTGTWNKVAA
YILO74C 188 RC

YDROSIW; 90:50

ICSYRSKIETELT;
YERITTW . IRSYRSKIETELT

$proteinas /

$posiciones

veroorw | % | Uarecwo |

YEROBIW 183 HTGTWNKVAA

IL074C 188 RCW

no

YDROSSW;
YERITTW

YDROSSW 90 ICSYRSKIETELT
YERI7TW 90 IRSYRSKIETELT

90,

.90

ICSYRSKIETELT;
IRSYRSKIETELT

YIL074C 188

YILO74C 188 HTGTWNKVAARCW
YEROSIW 188 HIGTWNKVAARCW
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En el esquema anterior sélo muestra el trabajo realizado sobre un solo articulo, el
articulo Weinert 2014 tiene tres libros a diferencia de Henriksen 2012, pero el
programa hace exactamente lo mismo. En particular existe una seccion de cédigo
gue se marca como un archivo en perl (pl) dentro del esquema, que no se trata a
profundo, esta seccidn de cédigo fue utilizada para la comparacion de los registros
gue se tenian y ver cual de ellos estaba erréneos, con la intencion de sobreguardar
loa primera curaciéon manual de pdbs.

Como resultado de este parser se tuvo el archivo completo de modificaciones
ocurridas por acetilaciéon con la adicion de los otros registros de los otros dos
articulos (PTMfunc y Kang).

4.8.3 Tratamiento de la informacion de ubiquitinacion y fosforilacion.

Sin lugar a dudas estas dos modificaciones son las que mas llevaron tiempo en
parsear. Se programaron los siguientes parsers que se pueden encontrar en el
apéndice:

e parser.py
¢ residuofosfo.py
e phospho.py

e ubi.pl

e parser3.py

Sin embargo los que finalmente se realizaron para corregir los errores y obtener la
informacion de los articulos son: PhospoSwaney.pl, lesmantavicius.pl, Swaney.pl y
pruebaseq.pl.

Archivo fuente: Se trabajé con dos articulos del articulo Swaney 2013 vy
lesmantavicius 2014, ambos archivos tienen informacion de ubiquitinacion y
fosforilacion, aunque también del archivo PTMfunc se obtuvieron algunos registros.
Fosforilacion es la modificacion estudiada, por ello mas de la mitad de los articulos
mencionan esta modificacién, uno de las bases de datos que aporta informacion
sobre esta modificacion es PhosphoGRID. El parser para estas modificaciones esta
en programa detecction.pl y detsequencias.pl. No se hablara de estos parsers por
razones de relevancia, por lo cual se enfatizara mas sobre Swaney 2013 y
especificamente méas de lesmantavicius 2014.

El parseo se hizo lo mas sencillo posible; lesmantavicius 2014 cuenta con dos libros,

uno para ubiquitinacion y otros para fosforilacion los cuales contiene la informacion
de la siguiente manera:
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Para fosforilacion:

Péptidos  Otros
Datos

Id Idprot(s) Posicion(se) Proteina Posicion  Informacion  Probabilidad  Residuo Datos

Experimental

Para ubiquitinacion:

Id Idprot(s) Posicién(se) Proteina Otros
Experimental

[BE(E]
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Esquema y funcionamiento del programa:

Ubiguitinaciones

Fosfarilaciones

YDLOBICY
MR1420W

156;1

_AFTSYDRT(gh)LL

IADSRRFEF

si

YDLOBIC,Y | 1551
MR143W 585

_AFTSYDRT(phLL
|ADSRRFEF

Speptidos
YGRISTW 582 s _RVS{ph)GVEKTLLGL
YDLOBIC; YMR143W 155,155 T _AFTSYDRT(ph)LLIADSRRFEF

_FTROHEAAVASYTAADNDOPIAx)DIDOT(p

MDADT(pR)DAENLDPSSOS

Eproteinas

A e

_FTROHEAAVASVTAADNDDPIAZ)DIDOT(p
H)DADT(pH)DAENLDPEE0S

FTROHEARVASVTAADNDDPMODIDDTDADT

i - DAENLDPSS0S

5 RVEGVEKTLLGL

YGRIETW 82 5 RVEGWGKTLLGL
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YDLOBIC;Y | 1851 T AFTSYDRTLLIAD
MR142W 55 SRRPEP
o/ Desde la posicion i=0 hasta el
T\ tamafio del arreglo -1, @posis

YMI143W 155 | AFTSYDRTLLIADSRRPEF

s
YDLOEIC 155 | AFTSYDRTLLIADSRRPEP

Elimina simbolos
especisles en

Epeptidos

‘Guarda en hash %phospo
como llave, la proteina y la

posicién como valor los / Desde la posicion i= 0 hasta el *,

péptidos, lamada Srazon P~ tamafio del arreglo -1 @cadenas -

mﬂﬁ[ﬂ-‘”i
Elimina " " en cada
o
N
i :
sl Existe la ™.
proteina
y [@prot]i]) =n =l
proteoma

{¥universe) con HD
Busquéda de errores \ sacadenade

vV

Fig 4.7 Esquema que explica el parseo de fosforilacion y ubiguitinacion

Para la ubiquitinacién se hizo exactamente los mimo, solo que en vez de validar si
los residuos eran Y, T, y S era solamente lisina (K). Los otros parsers utilizados en
las etapas intermedias se pueden encontrar en el apéndice como:

e asocacion.pl

e mighty.pl

e parser_u.pl

e tosave.pl

o try.pl
Estos se utilizaron para sobreguardar la informacion que anteriormente se tenia
ubiquitinacién, sin embargo, los parsers que realmente terminaron por formar la
tabla actual son los que se explican en este apartado.

4.8.4 Tratamiento de la informacién de localizaciéon, equivalencias,
proteina y otras modificaciones.

Para localizacion:

Se recibié un archivo original de localizaciones el cual tiene informacion del idprot
y su respectiva ubicacion(es) en la célula. Se tienen las siguientes categorias:

1. Golgi apparatus
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cytoplasm

mitochondrion

peroxisome

endoplasmic reticulum

vacuole

vesicle

cell wall

. prospore membrane

10.plasma membrane

11.membrane protein (se sabe que esta insertada en alguna membrana)

12.putative membrane protein (se predice tener cruces transmembranales)

13.cellular bud (dara origen a célula hija)

14.site of polarized growth (protuberancia que afecta la circunferencia de la
célula)

15.nucleus

16.nucleolus

CoNooGO~wWN

De las 6,717 proteinas que existen en el proteoma de levadura, s6lo de 5165
proteinas se sabe exactamente sus localizaciones dentro de la célula. Por eso se
considerd de es un principio manejar el campo ubicaciones de localizacion como
tipo de dato text y no se optd por separar ubicacidn por ubicacion con su respectivo
idprot e id de la ubicacion.

El programa utilizado para acomodar dicha informacion, se encuentra en el
apéndice como localizacion.pl.

Para equivalencias:

Como se menciond anteriormente; pensando en las consultas que un usuario pueda
hacer se necesita tener en la base de datos, los diferentes nombres de como se
conocen a las proteinas, no s6lo su nombre esquematico sino también sus alias y
nombres estandares o convencionales.

Por ejemplo: la proteina YBLO16W se conoce también como Fus3 o la proteina
YDR103W se le conoce como Ste5 y también como Nul3.

UNIPROT otorga un archivo de equivalencias, el cual también fue paseado en
algunos programas para obtener el nombres esquematico y sustituirlo por otros id
de la proteina. Este archivo nos da la informacién de los nombres comunes para la
mayoria de las proteinas.

Los programas ocupados fueron name.pl y last_parser.pl y generalmente lo que se
hizo fue:

a) Extraer del archivo original los nombres comunes de la proteina.
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b) Asociar el nombre esquematico con sus nombres comunes.
c) Imprimirlos en consola para generar la tabla deseada.

Para proteina:

Lo que se hizo para la formacion de esta tabla fue trabajar con el archivo original
que se tenia (proto.csv) y quitarle los caracteres especiales. Ver partproto.py.

Se tuvo que hacer de cierta manera una actualizacion de algunos registros pero
esto se hizo muy facilmente a través de la ayuda de YeastMine.

Otras modificaciones:

Para las modificaciones restantes se ocuparon los siguientes parsers:

Nitrasilacion: nitra.pl

Metilacion: metparser.pl

Nterminal: equal.pl

Oxidacién: oxidacion.py (extraida de acetilacion y fosforilacion).
Succinilacién (parser igual a primeros de acetilacion y fosforilacién).

4.8.5 Tratamiento y obtencion de los PDBs.

Una de las partes que tomo tiempo en obtener, es la informacion de los pdbs. Estos
archivos cumplen con un formato regular pero no siempre siguen una misma
convencion respecto a posiciones o nombres de residuos, por lo que fue necesario
hacer la depuracién manual.

Primeramente, con el programa pdb_yeast.pl se obtuvo la lista de pdbs
asociado con su idprot.

Después, un segundo programa (verificarPDB.pl) verifica que los PDBs con
su idprot realmente existan en la base, y realiza un método de burbuja para
saber qué pdbs caracterizan muchas moléculas y cuales sélo una proteina,
esto con la finalidad de quedarnos sélo con aquellos que tengan una Unica
representacion (de ser posible) y tener una lista auxiliar para depuracion
manual. En cuanto va formando la lista va descargando automaticamente los
pdbs de la base de datos RSCB PDB (mediante el programa
pdb_download.py).

Una vez descargados los pdbs que son posibles de obtener. Se crea una
nueva lista de pdbs descargados (se aplica un programa para convertir los
nombres de los pdbs en mayudsculas con changename.pl), se hace una nueva
lista de aquellos pdbs que no se pudieron descargar y se investiga la razén
del porgué (se vuelve aplicar el programa verificarPDB.pl). Generalmente los
pdbs que no se pudieron descargar se debe a que son muy pesados y por
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consecuencias existen en otro tipo de formato para obtener la representacion
de la proteina.

Una vez que se tiene toda lista de pdbs que se pudieron descargar, se
necesita del proteoma de la levadura con sus alias para la construccion de
una lista definitiva (programa tabla.pl). Se utiliza doble método de la burbuja
para tener una lista de aquellos pdbs que caracterizan una molécula o menor
namero de moléculas (primer criterio) y que el peso del archivo sea menor a
los demas pdbs que caracterizan la misma proteina (segundo criterio).

De esta forma se obtuvieron dos listas: lista de proteinas que tienen mas de
un pdb y una lista de cada proteina con su Unico pdb que la representa o bien
el que cumplié con las condiciones ya mencionadas. Se obtuvieron que de
los 2838 pdbs descargados de levadura so6lo 709 podrian ser considerados
para ser agregados a la base de datos.

Se hizo la primera curacion manual con la lista de 709 pdbs, en esa curacién
se tuvo una estricta validacion, considerado sélo aquellos pdbs que tenia la
misma secuencia de aminoacidos en las posiciones correctas como indica el
proteoma. Ademas se verificaba si la proteina tenian modificaciones cuyos
residuos estén cristalizados. También se revisaba si el pmid era correcto o si
se cambia a nuevo pdb, si éste tiene mayor nimero de residuos modificados
(Fig 4.8).

En esta curacibn manual se encontraron los errores en las modificaciones:
acetilacion, fosforilacién y ubiquitinacién, que estaban desde los archivos
originales, por lo que se tuvieron que corregir y una vez hechos esos
cambios, ver que pdbs de la curacion manual podrian volver a ser aceptados.
Se realiz6 la segunda curacion manual, y se extrajo ademas informacion
concerniente de aquellos pdbs que se quedaban en blanco (que no tenian
ninguna modificacion). De los 709 pdbs sélo se quedaron 655.

Con la segunda curacién manual se realizaron 3 listas: de borrado, de adicion
y de cambio de pdb, que se tomaron en cuenta para crear la lista definitiva
gue se agrego a la base de datos como la tabla de pdb. (tabla.pl)

Como ultimo paso se extrajo el pmid del pdb y se utilizd6 un programa de
consulta automética (siguiente subtema) y se le agrego un nuevo source_id.
Dando como resultado un archivo que tiene los idprot seguidos de los
archivos pdbs con respectivo source_id. (add_fuentes.pl).
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Fig 4.8 Curacién Manual durante el tratamiento de informacion de PDBs

4.8.6 Tratamiento y manejo de fuentes.

Para el manejo de fuentes lo que se utilizé fue un programa de consulta automatica
llamado get store pmid.pl, este programa recibe como argumentos externos; el
pmid y las operaciones sobre la base de consulta. Por ejemplo: . /get_store_pmid
21209884 30

La consola mostrara la referencia:

Wang, J; Taherbhoy, AM; Hunt, HW; Seyedin, SN; Miller, DW; Miller, DJ; Huang,
DT; Schulman, BA (2010) Crystal structure of UBA2(ufd)-Ubc9: insights into E1-E2
interactions in Sumo pathways. PLoS ONE. 5 :( 12) e15805.

Este programa se ejecutd en cada programa que finalizaba con la depuracion de los
archivos, y lo que se hacia era asociar a cada pmid, un id propio de la tabla source
y de forma paralela se buscaba referencia. De esta forma se tiene el archivo de la
modificacion con sus pmids asociados (en source_id) y por otro lado otra tabla de
los pmids con sus referencias.

@

98 41 41 | 18791642  Kacherovsky, N

230 42 42 | 20139423 | Ratnakumar, S;
230 43 Young...

230 L4 43 | 19398770 = Ratnakumar, S;
230 45 Kacherovsky,

44 | 1917932 Denis, CL; Kemp...
45 | 1549108 Denis, CL; Fontaine...
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En caso de UNIPROT, la referencia es la 7, que sefiala a directamente a la pagina
de internet.

Como resultado de este subtema fueron los archivos necesarios para el llenado de
los registros en la base de datos, ahora el siguiente paso es mostrar las consultas
gue si hicieron en el desarrollo primario y secundario.

La instruccion para llenar cada una de las tablas en la base de datos a partir de los
archivos parseados fue la siguiente:

LOAD DATA INFILE '/var/lib/mysq|l/proteinas/citas_phospo.txt'
INTO TABLE source

FIELDS TERMINATED BY '\t'

LINES TERMINATED BY \n';

4.9 Construccion de las consultas mediante lenguaje SQL.

Se realizaron aquellas consultas (querys) que fueron consideradas por los
especialistas en el area muy importantes y que pudieran proporcionar informacién
relevante. En la primera etapa de desarrollo lo que se hizo fue programar todas las
querys y en la segunda etapa de desarrollo se juntd en una solo script de
programacion.

En este apartado se explicara, como se realizaron las consultas y que objetivo
cumpliran y finalmente se mostrara los programas que englobaron todo. La razén
por la cual se hizo asi es porque se queria una version predifinitva de consultas para
después asociarla a un disefio web.

Como ya se menciono el primer desarrollo se hizo utilizando WAMP, para después
emigrar todo a un servidor Linux ahora utilizando LAMP.

4.9.1 Algebra Relacional.

Se utilizaran los simbolos estandarizados para el calculo relacional:

c Seleccion

X Natural Join

Mg Theta Join

L Proyeccién

Py Renombramiento

X Producto Cartesiano
v Unién

R = |x|S Unién externa izquierda,
Extension del Join

R|x| =S Unidn externa derecha,
Extension del Join
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Aungque existen mas simbolos en célculo relacional se utilizaran s6lo mostrados
aqui:

1. Primera consulta: que se muestre de una tabla de cualquier modificacion o
de cualquier otra entidad; toda su informacion contenida en la base de datos.
Esta consulta es la mas sencilla de todas, consiste en hacer un simple join
con el nombre de la tabla (modificacion) que se desee y con la tabla source
(sr) o simplemente una proyeccion (cualquier otra entidad).

a) Para las modificaciones (m) que tengan péptidos como atributo, el calculo
relacional seria:

(m Nm.source_id =sr.id S’I‘)

(mxsr)
O-m.source_id =sr.id

1_[m.id, m.proteina_idprot, m.peptidos, m.posicion, sr.id

l_Ln.id, m.proteina_idprot, m.peptidos, m.posicion, sr.id

b) Para modificaciones que no tengan peptidos como atributo:

(m Non.source_id =sr.id ST)

(mxsr)
O-m.source_id =sr.id

l_Ln.id, m.proteina_idprot, m.posicion, sr.id

1_[m.id, m.proteina_idprot, m.posicion, sr.id

c) Para otras tablas (t), en general:

.. .o
txty,t.z, .tn

Para la modificaciébn metal solo se agrego el atributo ion en la proyeccion.

2. Segunda consulta: busqueda general, que trabaje con una cadena de texto,
ya sea un alias o nombre estandar de la proteina o bien el identificador
universal de la proteina, que muestre la informacién de sus ubicaciones, su
secuencia, nombre estandar y su header.

| | (Protem Dqidprot =proteina_idprot Locatlon)
idprot,ubicaciones,sequence,standard_name,header
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( (Protein x Location ))

| | idprot =proteina_idprot
idprot,ubicaciones,sequence,standard_name,header

Cabe mencionar que en este caso no se indican los atributos con su tabla de
procedencia puesto que los atributos son Unicos en cada entidad, pero también
se pueden escribir como la primera consulta (es decir se puede escribir
Protein.idprot en vez de sélo idprot, asi para cada atributo).

3. Tercera consulta: Obtener todas las modificaciones de todas las tablas de
una proteina en especial, rescatando el nombre de la tabla de procedencia,
ademas el residuo modificado, la posicion y el pmid con sus referencias.

—T

E1l
, L. , (GAcetylation.protiena_idprot='$proteina'v e.alias='$proteina’)
L Lresiduo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME

U
(O-gifosphorilaytion.protiena idprot='$proteina’v e.alias='$proteina’)
L Lresiduo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME -
U

—T

E3
g, . . ; 1 P ; I P
( Glycosylation.protiena_idprot="$proteina’Vv e.alias="$proteina )
L Lresiduo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME yeosy P -lap $p $p

E14
| | . .. . (UDisulfide.protiena_idprot=’$proteina’v e.alias='$proteina’)
residuo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME

El

TABLE_NAME='Acetylation’ " TABLE_SCHEMA=Iproteinas/
tn

( (information_schemas ) )
<nresiduo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME >

x (Acetylation x Source ) x (Acetylation XEquivalences )
Acetylation.source_id=Source.id Acetylation.proteina_idprot=Equivalences.proteina_idprot

(information_schemas )
crTABLE_NAME:’Phosphorylal:ion’ A"TABLE_SCHEMA=Iproteinas/

E2

= | | , . , tn
< residuo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME

(Phosphorylation x Source ) )

X

GPhosphorylation.source_id=Source.id

(Phosphorylation XEquivalences )
UPhosphorylation.proteina_idprot=Equivalences.proteina_idprot
3

ty X

TABLE_NAME='Glycosylation’* TABLE_SCHEMA=Iproteinas’
tn

( (information_schemas ) )
<Hresiduo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME )

x (Glycosylationx Source ) x (Glycosylation XEquivalences )
O-Glycosylation.source_id=Source.id Glycosylation.proteina_idprot=Equivalences.proteina_idprot
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E14

— TABLE_NAME='Disulfide’ " TABLE_SCHEMA=Iproteinas/

( (information_schemas ) ))

<1_[residuo,posicion,pmid,fuente,TABLE_NAME
x (Disulfide x Source ) x (Disulfide xEquivalences )
Disulfide.source_id=Source.id Disulfide.proteina_idprot=Equivalences.proteina_idprot

Esta consulta es un poco larga debido a que se quiere saber el nombre de la
modificacion, y se necesita recurrir a los atributos de las tablas. Se ponen las
primeras 3 modificaciones y luego se salta hasta la 14, esto con la intencion de no
poner todo, porque practicamente es lo mismo. Se deja expresada la proteina que
se desea buscar como una variable ($proteina).

4. Cuarta consulta: Se sabe que el residuo lisina es comdn para cinco
modificaciones: fosforilacién, ubiquitinacion, acetilacion, succinilacién y
metilacion. Se necesita saber aquellas proteinas que sufran una, dos o tres
modificaciones (de las cinco) en la misma posicion. Mostrar el residuo
modificado, la posicion y el source_id.

Sea las modificaciones m1, m2 y m3 de las cinco ya mencionadas y la tabla
source como sr, el calculo relacional seria:

E:| I ((ml Nm1.source_id=sr.id ST‘)
m1l.proteina_idprot, ml.residuo, ml.pos, sr.id

X (m1 Mml.proteina_idprot =m2.proteina_idprotA ml.pos=m2.pos mZ)

X (ml le.proteina_idprot =ma3.proteina_idprot Aml.pos=m3.pos m3))

V)
| | ((mz Mmz.source_id =sr.id ST‘)
m2.proteina_idprot, m2.residuo, m2.posicion, sr.id
X (m2 Mmz.proteina_idprot =ml.proteina_idprot Am2.pos=ml.pos ml)
X (mz l><|m2.proteina_idprot =ma3.proteina_idprotA m2.pos=m3.pos m3))
V)

| | ((m3 Nm3.source_id =sr.id ST)
m3.proteina_idprot, m3.residuo, m3.posicion, sr.id

X (m3 Nm3.proteina_idprot =m2.proteina_idprot A m3.pos=m2.pos mZ)

X (m3 Nm3.pr0l:eina_idprol: =ml.proteina_idprot Am3.pos=ml.pos ml))

La consulta que se plantea aqui es considerando tres modificaciones, sin
embargo si se quiere hacer con s6lo dos modificaciones solo basta con
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eliminar la proyeccion de una unién y eliminar el join correspondiente en las
restantes.

5. Quinta consulta: Expresar la consulta anterior, pero ahora en términos de
cualquier modificacion, validando ahora que el residuo sea el mismo en la
misma posicion:

Seria exactamente la misma consulta de arriba; cuando se pone como
condicion que sea la misma posicion dentro de la misma proteina obliga a
que sea el mismo residuo. Aunque sea la misma consulta, en la
programacion web si abra diferencias significantes.

6. Sexta consulta: Buscar todas aquellas proteinas que estan ubicadas en una
localizacion especifica de la célula y ademas que sufran una o dos
modificaciones en particular. Ejemplo: Buscar las proteinas que estan en la
membrana y ademas se fosforilen y se ubiquitinen.

| | . (ml Nm1.proteina_idprot=m2.proteina_idprot mz2 le.proteina_idprot=E1.proteina_idprot El)
proteina.id_prot

El = Location
. s i X ubicaciones='$localizacions
proteina.id_prot,ubicaciones

Las variables involucradas aqui son; $localizacion, y el nombre de las
modificaciones (m1, m2).

Como se puede observar las consultas van muy inclinadas en la forma en que se
utilizaron en la programacion web.

Una vez teniendo las seis consultas lo que se hizo fue juntarlas todas adicionando
la parte de los pdbs, todo en la segunda parte del desarrollo.

Ver en el apéndice las consultas ya programas en lenguaje SQL en los archivos:
search.php y localization.php.

4.10 Elaboracion y diseio de la pagina web. Manejo de PHP,
JavaScript, JSON y Ajax.

Lo que se hizo fue realizar un disefio amigable y de facil uso para los usuarios
finales, se optd por manejar:
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e Programas intermedios (del primer desarrollo) que realizan las consultas y
arrojan los datos en formato JSON a través de jQuery. Antes esta operacion
se realizaba con Google Charts.

e Los programas finales reciben el objeto JSON que es manipulado en
DataTable para ser presentado en la pagina, todo a través de Ajax. Ver
yaam_ini.php y detalle_final.php

e Se crea un apartado especial de comentarios, para agregar nuevas
modificaciones sugeridas por los usuarios que asi lo deseen. En seguida se
manda un correo al administrador de YAAM para que valide que la
informacion sea veridica. Ver add_yaam.php

e Se utilizan los archivos pdbs para ser presentados en detalle_final.php, si la
proteina que se esta buscando tiene pdb en la base de datos se muestra con
los aminoacidos que son modificados con el color correspondiente al mapa
de colores que se vera mas adelante.

e Para visualizar el pdb se utilizé la libreria de desarrollo ChemDoodle Web
Componentes y se manda llamar en JavaScript dando como atributo el
archivo pdb de la proteina. El programa original de ChemDoodle fue
modificado para colorear los aminoacidos con las modificaciones especificas,
este programa no se muestra en el apéndice porque tiene una extension
considerable, pero el archivo original se puede descargar en:
http://web.chemdoodle.com/installation/download. (Fig. 4.10)

El mapa de colores utilizado fue el siguiente:

e
) I I

Fig 4.9 Mapa de colores para modificaciones YAAM
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Fig 4.10 Desarrollo web del proyecto: primera etapa (recuadro verde) y segunda etapa (recuadro amarillo)
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detalle_final.php
f::';f:!" yaam_ini.php add_yaam.php
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Los archivos de programacion del primer desarrollo no se encuentran en esta tesis,
puesto que ya estan involucrados en los programas del segundo desarrollo

A continuacion se muestran el funcionamiento de las consultas en el primer
desarrollo:

Etapa de pruebas de consultas
Primera Consultay pagina en index.php

Una tabla sencilla, donde se tiene un menu despegable en la parte donde dice
modificacion y un botén que toma la funcién de realizar la primera consulta.

Modificacion Acetylation v || Go

Buscar:
ID Schematic Name Peptides Residue Position Source
1 ROO40C MNARGAYKLONTIT K 262 22865915
2 YALDD3W ASTDFSKIETLKGQ K 8 22865915
3 YALDD3W SKIETLKALNASL K 13 22865915
4 YALODSC EVQADMKHFPFKL K 86 22865919
5 YALD12W AALSANKIAEFLA K 267 22865915
6 YALO12W NYDVVLKQHRDAL K 298 22865919
T YALD12W KVTDIOKWVADLIK K 160 22865915
8 YALD12W GAEAASKFASSTR K 322 22865919
9 YALD12W YNYPGLKTHPNYD K 288 22865919
10 YALD13W RANPVDKLEVIVD K 355 22865919
11 YALD13W ANLPELKYAPKLS K 69 228659193
12 YALD13W DLEGLRKYFHSFP K 377 22865915
13 YALD13W KLSSLVKQETLTE K 79 22865915
14 YALD23C SSTGYSKNNAAHI K 11 22865919
15 YALD23C NNAAHIKQENTLR K 18 22865915
16 YALO25C KALVAAKIEKAIE K 157 22865919
17 YALD3SW SDWLLLKKLKVVE K 993 22865915
18 YALD35W RSIDTLKDKAFRD K 976 22865919

Segunda y tercera consultay pagina en buscar.php

Se guarda un valor obtenido de la caja de texto de Buscar y realiza la segunda y
tercera consulta. Se puede observar que se programo el algoritmo para colorear
la secuencia con el color especifico de cada modificacion.

Modificacion Acetylation v || Go

Buscar: |hog1

137



Schematic
Name

Localization Sequence

Sequence||Standard|
Order Name

Header

YLR113W||cvtoplasm mucleus

DYGNQAIQYANEFQQ

MTITNEEFIRTQIFGTVFEITNRYNDLNPVGMGAFGLVCSATDTLTSQPVAIKKIMKPEST
AVLAKRTYRELKLLKHLRHENLICLQDIFLSPLEDIYFVTELQGTDLHRLLQTRPLEKQF
VQYFLYQILRGLKYVHSAGVIHR ULKPSNILINENCDLKICDFGLARIQDPQMTGYVSTR
YYRAPEIMLTWQKYDVEVDIWSAGCIFAEMIEGKPLFPGKDHVHQFSIITDLLGSPPKDV
INTICSENTLKFVTSLPHRDPIPFSERFETVEPDAVDLLEKMLVFDP X KRITAADALAHP
YSAPYHDPTDEPVADAKFDWHFNDADLPVDTWRVMMYSEILDFHKIGGSDGQIDISATEFD
DQVAAATAAAAQAQAQAQAQVQLNMAAHSHNGAGTTGNDHSDIAGGNKVSDHVAANDTIT

HOG1

Mitogen-actt
kinase involtu
osmoregulati
global reallox
in osmotic sk
CDC28 by st
antisense RN
mediates

recruitment/s
RNAPI at H
promoters: w
novel S-phas
prevent confl

DNA replica
transcription:
represses pse
orowth; auto
protein abune
under DNA 1
Residue  Position PMID Modification

1T 2 22814378

2D 144 uniprot.org

3K 146 23749301

4T 174 18329363, 11875433,11113180,19684113,20489023, 21177496, 22817900, 23749301

5Y 176 18329363,11875433,11113180, 19779198, 19684113, 18407956,21126336,21177495,22817900, 23749301

6S 178 [EEEE Phosphorylation

7T 179 19684113,18407956,22817900

8 K 288 23954790

Se programaron selecciones dependientes para ir restando los nombres de las
tablas cada que se seleccione una. Al final mostrara aquellas proteinas que sufran
tales modificaciones en la misma posicion. En la primera imagen se tiene las
coincidencias de las cinco modificaciones cuyo residuo es lisina y en la segunda
imagen aquellas proteinas que sufran cualquiera modificacién(es) sin importar el

Cuarta y quinta consulta y pagina en filter.php

residuo que sea.

o

Schematic Name in Acetylation,
Methylation and Succinylation

YGR152C
YGR254W
YILO63C
YKRO5TW

YLR441C

Residue

Position

Source

22865919,23954790, 24489116
.25109467

22865919,23954790,24489116
,25109467

22865919,23554750, 24485116
25109467

22865919,23954790,24489116
.25109467

22865919,23954790, 244859116
.25109467
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Schematic Name in

Disulfide and Metal fesidus esina
1 YCLD33C C.C.C.CC.C 79.82,97.128.131,157
2 YELO24W CHCCCH 159.161.164,178 180,181
3 YHR132C H.E.C.C.H 182.185,251.272.310
4 YJR104C EHHCHHHDHC 43,47 49 ,58,64.72.81.84 121 147
5 YLLODSC C.CCCC.C 23,24.26,36,47.57
6 YLROSOW Y.C.C 177,196,230
7 YMRO38C H.C.CC.C.C.C 16,17.20,27.64.229,231
8 YNL238W D.D.N.C.D.D.C.E.C.C 135,184,227.230,277.320,322, 350,362,377

3

Sexta consulta en Location.php

Se selecciona una ubicacion que se desee junto con una 0 mas modificaciones;
arrojard como resultado una tabla, de aquellas proteinas que satisfagan la
consulta, en este caso se busco en la modificacion de sitio activo y acetilacion en
el citoplasma.

cytoplasm v

Selecciona Opcion... ¥

| Elige v |

1 GD ]

Schematic Name (ActiveSite and Acetylation in cytoplasm)
YHRZ15W
YGR240C
YLR2ZTOW
YDR2Z3ZW
YML2GZW
YMLO7SC
YMRO16C
8 YER151C
9 YDL125C
10 YILO53W

[= I & o T S S N s

~

El formato de tabla que se utilizé aqui no es comun de HTML, sino de Google Charts.
Este tipo de herramienta recibe como dato, uno de tipo JSON es reconocido por la
APl y finalmente se le adiciona un formato que mejor convenga.

139






RESULTADOS Y CONCLUSIONES

CAPITULO V




5.1 Base de datos de modificaciones postraduccionales. Posibles
mejoras.

Una vez concluido el disefio de la base de datos y su llenado a través de los
archivos que fueron parseados, se tuvieron los siguientes resultados:

MODIFICACIONES

. ) TABLAS AUXILIARES
Modificacion Registros Tabla Registros
Ubiquitinacion: 10878 | proTEINA 0000 6717
Acetilacion 9956 | | Equivalencias 9980
Lipidacion 173 | Fuentes PMID 1089
Fosforilacion 86791 | pdb 655
Calcio 26 Localizacion 5165
Por iones de metal 1923 Total tablas auxiliares 23,606
Oxidacion 794
Puentes de disulfuro 262
Glicosilacion 1967
Sitio activo 1100
Amino Nterminal 758
Metilaciéon 117
Nitrasilacion 14
Total Modificaciones 116,511

Tabla 5.1 Cantidad de registros de las modificaciones en la base de datos, también
se muestra la cantidad de registros de otras tablas.

Se puede observar que hay 116,511 registros de modificaciones en las 6717
proteinas que tiene la levadura. Como se menciond anteriormente, solamente se
almacenan aquellos datos de modificaciones que estan estrictamente
documentadas (existe un articulo que la respalda). Aunque pueden ver mas de 400
modificaciones aqui sélo se trabaja con 14, especialmente en la levadura.

Las modificaciones que tienen mas registros en la base son fosforilacion,

ubiquitinacion y acetilacion, como se puede ver en la siguiente grafica, las tres juntas
representan el 92% de los registros en YAAM (Fig 5.1).
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B Ubiquitinacion

Modificaciones en YAAM

M Acetilacion M Lipidacion Fosforilaciéon
M Por iones de metal H Oxidacion W Succinilacidn
B Por puentes de disulfuro B Glicosilacion M Sitio activo B Amino Nterminal

Nitrasilacion

Fig. 5.1 Grafica de porcentajes de la cantidad de registros de modificaciones
postraduccionales en YAAM.

Dentro de las posibles mejoras en la base de datos, podria ser que se realice un
programa que consulta constantemente las bases de datos de proteinas de levadura
y que esté al pendiente de las publicaciones de modificaciones postraduccionales,
de tal manera que extraiga la informacion, la procese y la envié a tabla
correspondiente en la base de datos. Esta actualizacién podria programarse a
través de un cron y que se ejecute un determinado tiempo.

También se dejo preparado un atributo en la tabla proteina sobre regiones
desordenadas y ordenadas, que mas adelante podrian surgir nuevas consultas que
den informacion relevante a los bidlogos.
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Durante el proceso de diseiio se hicieron algunas observaciones sobre algunas
cardinalidades de relaciones, posiblemente si se hubieran hecho las catorce tablas
auxiliares de aquellas relaciones, las consultas hubieran sido mas faciles todavia.
Esto implicaria més trabajo y una nueva curacién de datos, de tal manera que los
archivos finales se parezcan al nuevo modelo fisico. Se considera que el disefio de
la bases de datos fue el adecuado, ya que la consultas son rapidas e incluso cuando
la proteina tiene PDB el tiempo de espera es minimo.

5.2 Pagina web final de modificaciones postraduccionales.

La péagina inicial (ver apéndice a yaam_ini.php):

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR x
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Yeast Amino Acid Modifications ABOUT YAAM ADD A YAAM HOME

General Search:

Select one or more Modification and/or Location and click the button "Search” 1o display the results.

YARM search

| Seaxch |
Same Residue

Yes ®No

Fig. 5.2 Pagina de inicio del sistema de consulta

Se tiene dos busquedas principales la primera en general y la segunda es por
modificacién o localizacion:
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e En la busqueda general lo que hace es buscar una proteina mediante su
nombre esquematico o un alias.

e YAAM Search busca aquellas proteinas que tengan una o varias
modificaciones (hasta tres) y con una determinada localizacion (hasta tres),
adicionalmente se agrega una apartado de residuo, qué lo que hace es
aumentar la consulta agregando una condicién; buscando ademas aquellas
proteinas cuyas modificaciones se produzcan en el mismo residuo. (Ver las
siguientes figuras )

Systematic Name # Commen Name Location

VACE cytoplasm, vacucle

lasm,mit

Ecetylation X

Systematic Name Common Name Location

Fig. 5.3 Ejemplo de consulta, busca aquellas proteinas que se lipiden y se acetilen y este ubicadas
en la vacuola.

Fig. 5.4 Blsqueda por el nombre esquematico: en este caso se buscé la proteina YELO13W, la
consulta muestra la informacién de la proteina y su secuencia coloreada por aquellos residuos
modificados, en la parte inferior se muestran todas sus modificaciones.

Cuando la proteina tiene PDB se muestra en la pagina (ver detalle_final.php)
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Signal transducing MEK kinase; involwved in pheromone response and
pseudchyphal /invasiwve growth pathways where it phosphorylates SceTp, and the
YLR362W STE1l high csmeclarity response pathway, via phosphorylatiecn of Fbs2p; regulated by cytocplasm
Ste20p and Ste50p:; protein sbundance increases in response to DNA
replication stress

Larger

Get PDB file

Get PTM file

Zoom the image: Using scroll
Rotate: Drag the molecule
Move: Al + Drag

Fig. 5.5 Muestra del PDB de la proteina YLR362W, esta proteina no tiene aminoacidos
cristalizados que se modifican por lo tanto solo se ponen en blanco.

a site ine

has a paraleg, GRX2, cytoplasm,nucleus
uplication; protein abundance

cation stress

tects cells oxidat

increases response t

Larger

|cet PDB file|
lget PTM file

Zoom the image: Using scroll
Rotate: Drag the mokculs
Move: Alt + Drag

[ Giycosyiton | Suecimatin |
VIR [(qutration | Meminal | ctvesie |
[Froshoryision | oisaie | oraton |

Fig. 5.6 La proteina YCLO35C a diferencia de la imagen anterior si muestra residuos modificados.
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Finalmente cuando alguien quiere hacer alguna observacién o agregar una nueva
modificacion se tiene la siguiente pagina. (ver add_yaam.php)

YAAM

Yeast Amino Acid Modifications

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ABOUT YAAM ADD AYAAM HOME

ORF*

Comments:

Email:

Position

Residue

| Clear |

ter

Yaam pmid*
Choose one option v

Submit

Fig. 5.7 Area de contacto para agregar una nueva modificacion.

El usuario escribira el nombre esquematico, la posicion donde ocurre la
modificacion, el residuo, a qué tipo de modificacién pertenece, el pmid del articulo
gue hace referencia, algun comentario que desee colocar y finalmente el correo del
usuario. Este parte de la pagina mandara un correo a yaam@-correo.ifc.unam.mx,
donde el administrador validara la informacion.

5.3 Conclusiones.

Después del desarrollo de este proyecto y los resultados obtenidos, se concluye lo

siguiente:

e Se

hasta la fecha.

recopild

toda

informacion documentada de modificaciones
postraduccaciones en la levadura Saccharomyces cerevisiae que se tiene
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o El sistema que se implent6 facilita la busqueda de la informacion por el cual
fue disefado.

e La péagina web que fue disefiada cumple con la funcionalidad y accesibilidad
definida en la parte de los objetivos.

e El espacio de aportes y sugerencias que se construyo cumple con la funcién
de actualizacion de la base de datos.

e Los programas elaborados durante el trancurso del desarrollo fueron de vital
importancia para la curacioén de datos.

e La etapa de normalizacion de la base de datos fue dirigida a la funcionalidad
y al cambio de requerimientos a futuro.

e La base de datos no presenta redudancia o0 anomalias de informacion.

e EIl comportamiento de la base con la pagina web cuando se realizan las
consultas es rapido.

e Los disefios logico, conceptual y fisico de la base de datos cumplen con la
teoria de las bases de datos relacionales.

e El servidor virtual presenté el comportamiento deseado durante las diferentes
etapas de desarolo de este proyecto.

e Lapresentacion de los PDBs que se pueden observar en el proyecto cumplen
con las espeficicaciones establecidas por los expertos en el area.

Este proyecto es una forma de comprobar que las ciencias y la ingenieria (hablando
especificamente de la ingenieria en computacion) pueden trabajar en conjunto para
la creacién de nuevas herramientas que facilitan el desarrollo de ambas.

Se provecharén los recursos otorgados por el Instituto de Fisiologia Celular y la
infraestructura virtual.
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Curacion Datos

pmid_parser.py
infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\BaseDeD
atoswBio\\Ubiparser\\ubiq
uitinacion_vacios.txt","r")
#infile2=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\uniprot
_ID.txt","r")
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\BaseDe
DatoswBio\\Ubiparser\\ubi
_vaciospmid.txt","w"

for line in infile:
if line[-1] =="\n":
line=line[:-1]

#line=line.replace(" ",")

lista=line.split("\t")

pmid=lista[5]

if pmid[-1]=="\n":
pmid = pmid[:-1]

if pmid[0]==""
pmid=pmid[1:]

if(pmid ==
'2012_Henriksen'):
lista[5]='5'

elif(pmid=="Weinert_2014
ll):
lista[5]="2"

elif(pmid=="2013_Weinert
_Lysine"):
lista[5]="'3'

elif(pmid=="2014_Weinert
_Lysine"):
lista[5]="4"
elif(pmid=="Paco"):
lista[5]="'6'

outfile.write("\t'+lista[1]+'\t
"+lista[2]+'\t'+lista[3]+"\t"+|
ista[4]+'\t'+lista[5]+"'\n")

#outfile.write('\t'+lista[1]+'
\t'+lista[2]+"\t'+lista[3]+"\t"
+lista[4]+"\t"+'7'+'\n")
infile.close()

outfile.close()

acetil_nuevos.pl

open(EN,"Acetilation.csv")|
| die;

while(<EN>) {
chomp;
my(Sidprot,Sseq,Sp
os,Sresiduo,Spmid)= split
AV
print
"\tSidprot\tSseq\tSresiduo
\tSpos\t524\n"
1
close(EN)

acetilCorrec.pl

#!/usr/bin/perl

#Analisis de la modificacion
ACETILACION

#para la correcion de
errores

#abrimos articulo

my Sproteoma="proto.txt";
my %proto;

open(IN,Sproteoma)| |
die('File not found');
while(<IN>){

my
(undef,Sidprot,Ssegfather,
undef)= split /\t/,S_;

Suniverse{Sidprot}=Sseqfat
her;

}

close(IN);

Slibro1="2012_Henriksen_
acetylome_S1.txt";
Slibro2="2012_Henriksen_
acetylome_Si1b.txt";

my %acetil;

my %acetil2;

my @prots;
my @posis;
Scont=0;
#libro 1 Henriksen
open(IN,Slibro1)| | die('File
not found');
while(<IN>){

chomp;

my
(Sproteinas,Sposiciones,un
def,undef,undef,undef,und
ef,undef,undef,undef,unde
f,undef,undef,Speptidos,un
def)=split /\At/,S_;

#print "Sproteinas
con Sposiciones en
Speptidos\n";
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if(Sproteinas="~

/i
@prots=
split /;/,Sproteinas;
}
if (Speptidos="~/;/){
@cadenas=
split /;/,Speptidos;
}
if (Sposiciones="
/I
@posis=
split /;/, Sposiciones;
for (my
$i=0;

Si<scalar(@posis);Si++){

#print
"Sprots[Si]\tSposis[Si]\n";

if
(Speptidos="/;/N{

for (my Skk=0;
Skk<scalar(@cadenas);Skk
++){

Scadenas[Skk]="
s/_/1g;

if
((Suniverse{Sprots[S$i]})="
/Scadenas[Skk]/){

Srazon=Scadenas[$
kk];

Sacetil{Sprots[Si]."
*" Sposis[Si]}= Srazon;

lelse{

Speptidos="
s/_//g;

Sacetil{Sprots[Si]."
*!' Sposis[Si]}= Speptidos;
}
}

lelse{

#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

Speptidos="
s/_/1g;

Sacetil{Sproteinas.
"*" Sposiciones}=
Speptidos;

}
}

close(IN);

#libro 2 Henriksen
open(IN,Slibro2)| | die('File
not found');

while(<IN>){

chomp;

my
(Sproteinas,Sposiciones,un
def,undef,undef,undef,und
ef,undef,Speptidos,undef)=
split /\t/,5_;

#print "Sproteinas
con Sposiciones en
Speptidos\n";

if(Sproteinas="

/iR

@prots=
split /;/,Sproteinas;
}
if (Speptidos="/;/\{
@cadenas=
split /;/,Speptidos;
}
if (Sposiciones="
1R
@posis=
split /;/, Sposiciones;
for (my
$i=0;
Si<scalar(@posis);Si++){

#print
"Sprots[Si]\tSposis[Si]\n";
if

(Speptidos="/;/N
for (my Skk=0;

Skk<scalar(@cadenas);Skk
)

Scadenas[Skk]="~
s/_//g;

if
((Suniverse{Sprots[S$i]})="
/Scadenas[Skk]/){

Srazon=Scadenas[$
kk];

}

Sacetil{Sprots[Si]."
*" Sposis[Si]}= Srazon;

delete
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Sacetil{Sprots[Si]."*".Sposi
s[$i]},if((Sprots[$i] eq
'YIL114W') && ($posis[Si]
== 400));

lelse{

Speptidos="~
s/_//g;

Sacetil{Sprots[Si]."
*!' Sposis[Si]}= Speptidos;

delete
Sacetil{Sprots[Si]."*".Sposi
s[Sil}Lif((Sprots[$i] eq
'YJL114W') && (Sposis[Si]
== 400));

lelse{

#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

",
7

Speptidos="
s/_//g

Sacetil{Sproteinas.
"*" Sposiciones}=
Speptidos;

delete
Sacetil{Sproteinas."*".Spos
iciones},if((Sproteinas eq
'YIL114W') &&
(Sposiciones == 400));

}
}

close(IN);

#Scontador= keys %acetil;

#print Scontador."\n";
#iforeach Skey (keys
%acetil){ print "Skey
con Sacetil{Skey\n";}

Sfile="acetylationafter2.csv

",
’

open(EN,Sfile)| | die('File
not found');
while(<EN>){
chomp;
my
(Sidbd,Sidprot,Sseq,Sresid
uo,Spos,Sfuente)= split
11,52
#Verificando si
todos los que estan en la
BD estan en Henriksen
Sseq="s/_//g;
if (Sfuente == 1){
#Las que
estan erroneas
foreach Sj
(keys %acetil){

#error en posicion
if
(Sj=~/"sidprot/){

if(Sseq eq
Sacetil{Sj}){

my
(Siden,Sposcomp)=split
N*1,Si;

#print
"error en:Sidprot con la
pos:Spos deberia ser
Sposcomp con Sseg\n",if
(Spos ne Sposcomp);

#son 79

gue tienen la posicion mal
con respecto a la seq

Sacetil{$j}.="1";

Herror de
secuencia

(Sj="~/7Sidprot/){

my
(Siden,Sposcomp)=split
N*1.55;

if(Spos eq
Sposcomp){

#print
"error en:Sidprot con la
pos:Spos con Sseq deberia
ser Sacetil{Sj\n",if (Sseq
ne Sacetil{Sj});

#H2
secuencias equivocadas

#Sacetil{Sj}.="1";

}

#print "no
existo en articulos Sidprot
con la pos:Spos con
Sseq\n", if
((exists(Sacetil{Sidprot}))
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&&
(Spos==(Sacetil{Sidprot})));
}

}
close(EN);

#termina Henriksen 2012
inician los dos libro de
Weinert 2014
Slibro3="2014_Weinrt_sup
plementary_material_17.tx
t";
Slibro4="2014_Weinrt_sup
plementary_material_14.tx
t";
Slibro5="2014_Weinrt_sup
plementary_material_11.tx
t";

open(RA,Slibro3)| |
die('File not found');
while(<RA>){

my(Sid,Sposiciones
,undef,Sproteinas,undef,un
def,undef,Speptidos,undef)
= split /\t/,5_;

#print "Sproteinas
con Sseq\n";

if(Sproteinas="~

/i
@prots=
split /;/,Sproteinas;
}
if (Speptidos="/;/){
@cadenas=
split /;/,Speptidos;
}
if (Sposiciones="~
/iR

@posis=
split /;/, Sposiciones;

for (my
$i=0;
Si<scalar(@posis);Si++){

#print
"Sprots[Si]\tSposis[Si]\n";

if
(Speptidos=" /;/){

for (my Skk=0;
Skk<scalar(@cadenas);Skk
++){

Scadenas|[Skk]="
s/_//g;
if
((Suniverse{Sprots[Si]})="
/Scadenas[Skk]/)|{

Srazon=Scadenas[$
kk];

}

Sacetil2{Sprots[Si].
"*!" Sposis[Si]}= Srazon;

lelse{

Speptidos="
s/_/g;

Sacetil2{Sprots[Si].
"*" Sposis[Si]}= Speptidos;
}

lelse{

#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

",
’

Speptidos="
s/_//g;

Sacetil2{Sproteinas
"*" Sposiciones}=
Speptidos;

}

}
close(RA);

open(RB,Slibro4)| | die('File

not found');

while(<RB>){
my(Sid,Sposiciones

,undef,Sproteinas,undef,un

def,undef,Speptidos,undef)

=split /\t/,5_;

if(Sproteinas="~

/i
@prots=
split /;/,Sproteinas;
}
if (Speptidos="/;/{
@cadenas=
split /;/,Speptidos;
}
if (Sposiciones="
/i
@posis=
split /;/, Sposiciones;
for (my
$i=0;

Si<scalar(@posis);Si++){

#print
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"Sprots[Si]\tSposis[Si]\n";

if
(Speptidos="/;/N{

for (my Skk=0;
Skk<scalar(@cadenas);Skk
++){

Scadenas[Skk]="
s/_//g;

if
((Suniverse{$Sprots[$i]})="
/Scadenas[Skk]/){

Srazon=Scadenas[$
kk];

}

Sacetil2{Sprots[Si].
"*" Sposis[Si]}= Srazon;

lelse{

Speptidos="
s/_//g

Sacetil2{Sprots[Si].
"*" Sposis[Si]}= Speptidos;
}
!

lelse{

#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

Speptidos="
s/_//g;

Sacetil2{Sproteinas
."*" Sposiciones}=
Speptidos;

}

#print "Sproteinas
con Sseq\n";
}
close(RB);

open(RC,Slibro5)| | die('File

not found');

while(<RC>){
my(Sid,Sposiciones

,undef,Sproteinas,undef,un

def,undef,Speptidos,undef)

= split /\t/,S_;

if(Sproteinas="~

/i
@prots=
split /;/,Sproteinas;
}
if (Speptidos="/;/){
@cadenas=
split /;/,Speptidos;
}
if (Sposiciones="~
1R
@posis=
split /;/, Sposiciones;
for (my
$i=0;

Si<scalar(@posis);Si++){

#print
"Sprots[Si]\tSposis[Si]\n";

if
(Speptidos=" /;/){

for (my Skk=0;
Skk<scalar(@cadenas);Skk
++){

Scadenas[$Skk]="
s/_//g;

if
((Suniverse{Sprots[Si]})="
/Scadenas[Skk]/){

Srazon=Scadenas[$
kk];

}

Sacetil2{Sprots[Si].
"*" Sposis[Si]}= Srazon;

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si]},if((Sprots[Si] eq
'YHR214C-C') &&
(Sposis[$i] == 250));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si]},if((Sprots[Si] eq
'YHR214C-C') &&
(Sposis[$i] == 322));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si]},if((Sprots[Si] eq
'YGLO41W-A") &&
(Sposis[Si] == 54));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
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sis[Si]},if((Sprots[Si] eq
'YGL129C') && (Sposis[Si]
== 260));

#print "Sprots[Si]
con $Sposis[Si] con
Sposis_new en Srazon";

lelse{

Speptidos="~
s/_//g;

Sacetil2{Sprots[Si].
"*" Sposis[Si]}= Speptidos;

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si]},if((Sprots[Si] eq
'YHR214C-C') &&
(Sposis[Si] == 250));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si},if((Sprots[Si] eq
'YHR214C-C') &&
(Sposis[$i] == 322));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si},if((Sprots[Si] eq
'YGLO41W-A") &&
(Sposis[$i] == 54));

delete
Sacetil2{Sprots[Si]."*".Spo
sis[Si]},if((Sprots[S$i] eq
'YGL129C') && (Sposis[Si]
== 260));

H#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

n,
’

lelse{

#print
"Sproteinas\tSposiciones\n

",
’

Speptidos="
s/_//g;

Sacetil2{Sproteinas
"*! Sposiciones)=
Speptidos;

delete
Sacetil2{Sproteinas."*".Sp
osiciones},if((Sproteinas eq
'YHR214C-C') &&
(Sposiciones == 250));

delete
Sacetil2{Sproteinas."*".Sp
osiciones},if((Sproteinas eq
'YHR214C-C') &&
(Sposiciones == 322));

delete
Sacetil2{Sproteinas."*".Sp
osiciones},if((Sproteinas eq
'YGLO41W-A") &&
(Sposiciones == 54));

delete
Sacetil2{Sproteinas."*".Sp
osiciones},if((Sproteinas eq
'YGL129C') && (Sposiciones
== 260));

}

#print "Sproteinas
con Sseq\n";

}
close(RC);

#foreach Skey (keys
%acetil2){ print "Skey
con Sacetil2{Skey\n";}

open(EN,Sfile)| | die('File
not found');
while(<EN>){
chomp;
my
(Sidbd,Sidprot,$seq,Sresid
uo,Spos,Sfuente)= split
11,5
#Verificando si
todos los que estan en la
BD estan en Henriksen
Sseq="s/_//g;
if (Sfuente == 2){
#lLas que
estan erroneas
foreach Sjj
(keys %acetil2){

#error en posicion
if
(Sij=~/"Sidprot/){

if(Sseq eq
sacetil2{$jjI{

my
(Siden,Sposcomp)=split
IN*1,Sj;

#print
"error en:Sidprot con la
pos:Spos deberia ser
Sposcomp con Sseq\n",if
(Spos ne Sposcomp);

#son 96
que tienen la posicion mal
con respecto a la seq
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Sacetil2{Sjj}.="1";

Hterror de
secuencia

(Sjji=~/"Sidprot/){

my
(Siden,Sposcomp)=split
\*/,50;

if(Spos eq
$poscomp){

#print
"error en:Sidprot con la
pos:Spos con Sseq deberia
ser Sacetil2{Sjj}\n",if (Sseq
ne Sacetil2{Sjj});

#35
secuencias equivocadas

#Sacetil2{$jj}.="1";

print "no
existo en articulos Sidprot
con la pos:Spos con
Sseq\n", if
((exists(Sacetil2{Sidprot}))
&&

(Spos==(Sacetil2{Sidprot}))
);

}

#else{ #print "no
entre\n"}

}
close(EN);

#una vez que se arreglaron
las secuencias verificar
cuantas modificaciones
faltan por agregarse
#MIENTRAS NO
#foreach Skey (keys
%acetil){ print "Skey con
Sacetil{SkeyN\n";}
foreach Skey (keys
%acetil){

if
(Sacetil{Skey}="/15/){

Hprint
"modoficacion_noagregada
: Skey con Sacetil{Skey\n";

lelse
{

Hpre-
control secuencia por si el
articulo esta mal

#apelamos
a la secuencia

my
(Siden,Sposcomp)=split
/\*/,Skey;

foreach
Sllave (keys %universe){

if
(Sllave eq Siden){

#print
Suniverse{Sllave};

my @secuencia=
split //,Suniverse{Sllave};

if(@secuencia[Spos
comp-1] eq 'K'){

#print
"modoficacion_noagregada
: Skey con Sacetil{Skey}\n";

print
"\tSiden\tSacetil{Skey}\tK\
tSposcomp\t1\n";

lelse{

#print
"error en el aritculo porque
Skey con Sacetil{Skey} no
hay Lys\n";

foreach Skey (keys
%acetil2){

if
(Sacetil2{Skey}="/15/){

#print
"modoficacion_noagregada
: Skey con Sacetil{Skey}\n";

lelse
{

#pre-
control secuencia por si el
articulo esta mal

#apelamos
a la secuencia

my
(Siden,Sposcomp)=split
/\*/,Skey;

foreach
Sllave (keys %universe){
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(Sllave eq Siden){

#print
Suniverse{Sllave};

my @secuencia=
split //,Suniverse{Sllave};

if(@secuencia[Spos
comp-1] eq 'K'){

#print
"modoficacion_noagregada
: Skey con
Sacetil2{Skey\n";

print
"\tSiden\tSacetil2{Skey\tK
\tSposcomp\t2\n";

lelse{

#print
“error en el aritculo porque
Skey con Sacetil2{Skey} no
hay Lys\n";

#error en el
aritculo porque
YBRO85W*98 con
ALNFAFKDKIKAM no hay
Lys

}
parser.py

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\BaseDeDa
toswBio\\fosfoparser\Resi

duosnoREPLICADOS\\fosfo
rilacion.txt","r")
#infile2=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\fosforil
acion_last.txt","r")
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\fosforil
aciones_last.txt","w"

for line in infile:

newstr=
line.replace("\'","")

newstr2=newstr.replace("[

newstr3=newstr2.replace("

]"I"“)

newstr4=newstr3.replace('
l’ll)
print newstr4
lista=newstr4.split(',')

for item in lista:
outfile.write(item+'\t')

outfile.close()
infile.close()

residuofosfo.py

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\fosforilaci
ones_last.txt","r")

#infile2=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\fosforil

acion_last.txt","r")

#Houtfile=open("C:\Users\E
duardo\Documents\\fosfor
ilaciones_last_last.txt","w"

for line in infile:

lista=line.split('\t')
peptidos=lista[2]

listapeptidos=list(peptidos)
print listapeptidos
residuo= int(lista[4])-
int(lista[5]);
print residuo

#for item in lista:
Houtfile.write(peptidos)

#outfile.close()
infile.close()
#infile2.close()

calcuimf(2).py

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\BaseDeD
atoswBio\\fosfoparser\\fos
forilaciones_dos.txt","r")
infile2=open("C:\Users\Edu
ardo\Documents\\proto.tx
t","r")
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\BaseDe
DatoswBio\\phospo_pen.tx
t","w")

pt={}

for line in infile2:
listadicc=line.split('\t')
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pt[listadicc[1]]=listadicc[2]

for line in infile:
if line[-1]=="\n":
line = line[:-1]

line=line.replace(" ",")

#lista2=infile2.readline().sp
lit("\t")
listal=line.split('\t')

protkey = listal[1]
pos=listal[4]
try:
pept=pt[protkey]
except KeyError as ee:
res="no"
print protkey
prot=list(pept)
posi=int(pos)
try:
res=prot[posi-1]
except IndexError as e:
res= "nel"

outfile.write("\t"+listal[1]+

"\t"+listal[2]+"\t"+res+"\t"

+pos+ll\t||+l6l+ll\nll)
toutfile.write(res+"\n")

outfile.close()
infile.close()
infile2.close()

ubi.pl

#!/usr/bin/perl -w

open(IN,"ubiquitinacion_va
ciospmid.txt") || die;

my %proteins;

while(<IN>) {
chomp;

my(undef,Sid,undef,Sres,S
pos,Spmid) = split /\t/, S_;

Sres =~ s/\s+//g;

Spos =~ s/\s+//g;

Spmid =~ s/\s+//g;

if(Spmid eq '5') {

Spos = $pos + 1;

}

Sproteins{Sid.Spmid} .=
"Spos ;

foreach my Sk (keys
%proteins) {

my %pos_hash;

my @values = split /\s/,
Sproteins{Sk};

foreach my Sv (@values)
{

Spos_hash{Sv}=1;

}

my Svalores = join" ",
(sort {Sa <=> Sb} keys
%pos_hash);

print "Sk\tSvalores\n";
}

parser3.py
def findST(cadena):
cadenapar=cadena.find('(")

subcadena=
cadenal:cadenapar]

return subcadenal-1]

def drift(cadena):
sub=cadena.split('(ph)’)
return sub

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\ubiquitin
acion_last_last.txt","r")
infile2=open("C:\Users\Edu
ardo\Documents\\Ubiquiti
naciones_last_last.txt","r")

outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\Ubiquit
inaciones.txt","w")
for line in infile:

for line2 in infile2:

numero=line.count(line2);
print numero;

outfile.close()
infile.close()

phospho.py

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\infoPacoVi
ejos\\acetilacion.txt","r")
#infile2=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\fosforil
acion_last.txt","r")
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\BaseDe
DatoswBio\\oxi2.txt","w")

for line in infile:

newstr=
line.replace("\'","")
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newstr2=newstr.replace("|

newstr3=newstr2.replace("

]"I"“)

newstr4=newstr3.replace('
l’||)
print newstr4
lista=newstr4.split(',")

for item in lista:
outfile.write(item+'\t')

outfile.close()
infile.close()

detsecuencias.pl

open(EN,"phoso_nuevas.tx
t")| | die;
open(IN,"proto.txt")| | die;

my %seqs;
while(<IN>) {
chomp;
my(undef,Sidprot,$
secuencia,undef)= split
\t/,5_;
#print
"Sidprot\tSsecuencia\n";
Sseqs{Sidprot}=Sse
cuencia;

}

while(<EN>){
chomp;
my(undef,Sidp,Sres

,5pos,Spmid)= split /\t/,S_;

my Speptidos =
substr $seqs{Sidp}, Spos,
10;

print
"\tSidp\tSpeptidos\tSres\t
Spos\tSpmid\n";

close(IN);
close(EN);

deteccion.pl

open(EN,"pmids.txt")| | die;
open(IN,"phosphosites.txt"
)| | die;

my %pmids;
my %hash_pmids;

my Si=20;
while(<EN>) {
chomp;
my($idp,Spmidf)=
split /\s/,5_;
#print

"Sidp\tSpmidf\n";
Spmids{Sidp}=Spmi

df;

}

#comprobando fuentes
#foreach Sk(keys
%pmids){print
"Sk\tSpmids{Sk}\n";}

while(<IN>) {
chomp;

my(Sid,undef,Sres_

pos,undef,Spmid,undef)=
split /\t/,$_;

#print "Spmid\n";

#Spmid =~ s/\|/'
'/8;

@pmid_before =
split /\|/,Spmid;

foreach my
Sval(@pmid_before){

if (exists
(Shash_pmids{Sval}))

{

my
(Sres,Sgarbache) = split
/\d+/,Sres_pos;

#my
(Sname,Slastname)= split
/\w/,Sproof;

my
(Sgarbache2,5pos) = split
/MA-Z1/,Sres_pos;

#print
"\tSid\tSres\tSpos\tShash_
pmids{Svalj\n";

#print
"Sres_pos\n";

}

else{

Shash_pmids{Sval}
=5i;

Si++;

my
(Sres,Sgarbache) = split
/\d+/,Sres_pos;

#my
(Sname,Slastname)= split
/\w/,$proof;

my
(Sgarbache2,Spos) = split
/MA-Z]/,Sres_pos;

#print
"\tSid\tSres\tSpos\tShash_
pmids{Svalj\n";
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#print
"Sres_pos\n";
}
}

}
#NUMERO MAXIMO DE

PMDIS EN ARCHIVO

#print "Si";

foreach Sk(keys
%hash_pmids){print
"Sk\tShash_pmids{Sk\n";}

close(EN);
close(IN);

asocacion.pl

#open(IN,"ubipmid.txt") | |
die;
open(IN,"ubiquitinacion_va
ciospmid.txt")| | die;

my %proteins;

while(<IN>) {

chomp;

my @posiciones=[];

my(undef,Sidprot,u
ndef,Sres,Spos,Sfuente) =
split /\t/, S_;

if (not exists
Sproteins{Sidprot}){

push(@Sposiciones
,5p0s);

#@posiciones=(Spo
s,@posiciones);

Sproteins{Sidprot}=
Sposiciones;

lelse{

#print
"entre2","\n";

if (Spos ~~

@{Sproteins{Sidprot}}){

t#if
(exists(Sproteins{Sidprot}))
{

print "posicion
repetida, gracias","\n";

lelse

@posiciones=Sprot
eins{Sidprot};

push(@Sposiciones
,5pos);

Sproteins{Sidprot}=
Sposiciones;

#@posiciones=(Spo

s,@posiciones);
}

#print
"\t",Sidprot,"\t",Sseq,"\t",$
res,"\t",Spos_ac,"\t",Sfuen
te,"\n";
}
}

foreach my
Sproteina(keys %proteins)
{
#my
@posicion =
Sproteins{Sproteina};
print
"protein: ". Sproteina,"\t";
foreach
(@{Sproteins{Sproteina}})
{

print $_I 7 7

print "\n";

my
Snumber=scalar(keys
%proteins);

print Snumber;

#Spos_ac= Spos;
#Spos_ac++;
close(IN);

mighty.pl
#!/usr/bin/perl -w

open(IN,"ubiquitinacion.txt
") || die;

while(<IN>) {
chomp;
my Sline=$_;
Sline =~ s/M\[//;
Sline =~ s/\1$//;

my
(Sid,Speptidos,undef,undef
,Spos,Shiblio) = split /,/,
Sline;

Sunicos{Sid."\:".$pos} =
"Speptidos\:Sbiblio";

# print

"\tSid\tSpeptidos\t,'K',\tSp
os\tSbiblio\n";

foreach Skey (keys
%unicos) {
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my(Sident,Ssitio) = split
/\:/, Skey;

my(Sp,$b) = split /\:/,
Sunicos{Skey};

Sident =~ s/\'//g;
Sp="s/\'//g;
Sb=~s/\'//g;

sres='K'; Sres="s/\'//g;

# print
"Sident\tSs\tSr\tSsitio\tSb
\n';

print
"\tSident\tSp\tSres\tSsitio
\tSb\n";
}

parser_u.pl

#!/usr/bin/perl -w

open(IN,"ubiquitinacion_la
st_last.txt") | | die;
while(<IN>) {

chomp;

my(undef,Sid,Sseq,Sresidu
o0,Slugar,Sbiblio) = split
Ns+/,5_;
Sid="s/\s+//g;
Slugar =~ s/\s+//g;
Sresiduo="s/\s+//g;
Sunicos{Sid."\:".Slugar} =
"Sseq\:Sresiduo\:Shiblio";

}

foreach Skey (keys
%unicos) {

my(Sident,Ssitio) = split
/\:/, Skey;

my(Ss,Sr,$b) = split /\:/,
Sunicos{Skey};

print
"\tSident\tSs\tSr\tSsitio\tS
b\n";
}

tosave.pl

open(IN,"primerapart.txt")
|| die;
open(EN,"ubi_nuevo.txt") |
| die;

my %prot;
Sik=0;
H#TO SAVE seqs peptidos
while(<EN>) {
chomp;

my(undef,Sid,Sseq,Sres,Sp
os,Spmid) = split /\At/, S_;

#posibles errores
#Sres =~ s/\s+//g;
#5pos =~ s/\s+//g;
#Spmid =~ s/\s+//g;
Sid="s/\s+//g;
#sseq=""s/\s+//g;

Sprot{Sid.".".Spos}="Sseq:$
pmid";

}

close (EN);

#foreach my Sk (keys
%prot) { print
"Sk\tSprot{SkAn";}

while(<IN>) {
chomp;

my(undef,Sidprot,Sres2,Sp
0s2,Spmid2) = split /\t/, S_;
#buscando secuencia por
idprot
if (exists
Sprot{Sidprot.".".Spos2}){

my
(Sseq_ord,Spmid_ord) =
split
/:/,Sprot{Sidprot.".".Spos2}

if (Spmid2==5) {
print
"\tSidprot\tSseq_ord\tSres
2\tSpos2\tSpmid2\n";
delete
(Sprot{Sidprot.".".Spos2});
}
else{
print
"\tSidprot\t\tSres2\tSpos2
\tSpmid2\n";
}
}
else{
print
"\tSidprot\t\tSres2\tSpos2
\tSpmid2\n";
}
#print "Sprot{Sidprot\n";
}
#foreach my Sk (keys
%prot) { print
"Sk\tsprot{SkH\n";}

close (IN);
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try.pl

#!/usr/bin/perl -w
open(IN,"ubiquitinacion_va
ciospmid.txt")| | die;

my %proteins;
my @ posiciones=();

while(<IN>) {
chomp;

my(undef,Sidprot,u
ndef,Sres,Spos,Sfuente) =
split /\t/, $_;

sres =~ s/\s+//g;
$pos =~ s/\s+//g;

Sfuente =~

s/\s+//g;

Skeygen=Sidprot.5f
uente;

if(exists
Sproteins{Skeygen}){

Sproteins{Skeygen}.="$pos

if (grep
(/Spos/,@posiciones) eq 0)
{

push(@Sposiciones
,5pos);

Sproteins{Sidprot}=
Sposiciones;

1

else{

push(@Sposiciones
,5pos);

Sproteins{Sidprot}=
Sposiciones;
#print
"nueva cadena:
" Sproteins{Sidprot},"\n";

foreach Sk (keys %proteins)
{

foreach
(@{Sproteins{Sk}}) {
print $_,"\n";
}
!

close(IN);

localizacion.pl

open(IN,"location2.csv") | |
die;

while(<IN>){

chomp;

my
(Sidprot,Snum,Subicacion)
=split /\t/,S_;

Subicacion="
s/:/./g;

print
"\t",Sidprot,"\t",Subicacion
,"\n";

close(IN);
name.pl

#!/usr/bin/perl -w
open(IN,"alias.csv") | | die;

while(<IN>) {

chomp;
# if(S_ =~
/M\w+\\s(.*)/) {
# print $1, "\n";
# }
my Scadena;
my(@alias)= split
NS
foreach my Sa (@alias)
{
Scadena .= "$a\,"
if(Sane");
}
Scadena =~ s/\,$//;
print Scadena, "\n";
}

close(IN);
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name.pl

#!/usr/bin/perl -w
open(IN,"alias.csv") || die;

while(<IN>) {

chomp;
# if(S_=~
M\w+\\s(.*)/) {
# print $1, "\n";
# }
my Scadena;
my(@alias)= split
NS
foreach my Sa (@alias)
{
Scadena .= "Sa\,"
if(Sa ne");
}
Scadena =~s/\,$//;

print Scadena, "\n";

}

close(IN);

last_parser.pl

#!/usr/bin/perl -w
open(IN,"equiProt.txt") | |
die;

while(<IN>) {

chomp;
my(undef,Sidprot,$
alias) = split /\t/, $_;

my(@alias)= split
/\./,Salias;
foreach my Sa (@alias)
{
print
"\t",Sidprot,"\t",5a,"\n";
}

}

close(IN);

parprot.py

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\ParserDo
cBaseDatoswt\\proteinas_|
ast.txt","r")
infile2=open("C:\Users\Edu
ardo\Documents\\csvtotxt
\\yeast_db_campstxt.txt","
o
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\proto.t

xt","w")

pt={}
lost={}
#iconstruccion

for line in infile2:
if line[-1]=="\n":
line = line[:-1]
listadicc=line.split('\t')

lost[listadicc[0]]=listadicc[1
J+"\t"+listadicc[2]

for line in infile:

if line[-1]=="\n":
line = line[:-1]
lista=line.split("\t')
protkey = lista[0]
seqg=lista[1]

#if(lost[protkey]):

if(protkey in lost):

outfile.write("\t"+protkey+
Il\t||+seq+ll\tll+ll\tll+|Ost[pro
tkey]+"\n")

else:

outfile.write("\t"+protkey+
II\t||+Seq+ll\n||)

outfile.close()
infile.close()
infile2.close()

nitra.pl

open(EN,"Nitration.csv")| |
die;

while(<EN>) {
chomp;
my(undef,Sidprot,$
seq,Spos,Sresiduo,Spmid)=
split /\t/,S_;
Sidprot =~ s/\s+//g;
Spos =~ s/\s+//g;
Sresiduo =~
s/\s+//g;
Spmid =~ s/\s+//g;
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print
"\tSidprot\tSseq\tSresiduo
\tSpos\t564\n"

#print "Spos\n";
#Sseqs{Sidprot}=Ss

ecuencia;

}

metparse.pl

open(IN,"25109467.txt") ||
die;

Spmid='8’;
Scoma=",';

while(<IN>) {
chomp;

my(Sid_prot,Ssequ
ence,Srelevante)= split

AV

my
(Scadenal,Scadena2)=split
/,/,Srelevante;

my @metl= split

//,Scadenal;
if (defined
(Scadena2))
{
my

@met2= split //,Scadena2;

#print
Scadenal,"\t",Scadena2,"\
n";

#print
Smet1[0],"\t",Smet2[0],"\n

",
’

#para la
modificacion 1

Stipo=Smet1[0];

Sresiduo=Smet1[1]

if(Smetl1[3]
eq")
{

Spos=Smet1[2];

}

else{

if(Smet1[4] eq ")
{

Spos=Smet1[2].Sm
et1[3]; }

else{

if(Smet1[5] eq "){

Spos=Smet1[2].Sm
et1[3].Smet1[4];
lelse{Spos=Smet1[2].Smet

1[3].Smet1[4].Smet1[5]}

}

Stipo2=Smet2[0];

Sresiduo2=Smet2[1
I;

Ssecuencia2=S$sequ
ence;
#print
Ssecuencia2,"\n";

if(Smet2[3]
eq")
{

Spos2=Smet2[2];
}

else{

if(Smet2[4] eq ")
{

Spos2=Smet2[2].$
met2[3]; }

else{
if(Smet2[5] eq "){

Spos2=5Smet2[2].5
met2[3].Smet2[4];
lelse{Spos2=Smet2[2].Sme
t2[3].Smet2[4].Smet2[5]}

}
}

print
Sid_prot,"\t",Ssequence,"\
t",Sresiduo,"\t",Spos,"\t",$
pmid,"\n";

print
Sid_prot,"\t",Ssequence,"\
t",Sresiduo2,"\t",Spos2,"\t
" Spmid,"\n";

168



else{
#print
Scadenal,"\n";

Stipo=Smet1[0];

Sresiduo=Smet1[1]

Spos=Smet1[2].5m
et1[3].Smet1[4].Smet1[5];
print
Sid_prot,"\t",Ssequence,"\
t",Sresiduo,"\t",Spos,"\t",$
pmid,"\n";
#print
Smet1[0],"\n";
}
}

close(IN);

equal.pl

open(IN,"acetilequival.txt")
| |die;

open(ID,"Ntermini-
acetylation.csv")| | die;

my %equals;
while(<IN>) {
chomp;
my(Sid,$id2)= split
N\s+/,5_;
sid =~ s/\s+//g;
$id2 =~ s/\s+//g;
Sequals{Sid2}=Sid;
H#print
Sid,"\t",Sid2,"\n";
}

close(IN);

while(<ID>) {

chomp;

my(Sidprot_uni,Sp
0s,5seq,Spmid) = split /\t/,
S

my @seqsS = split
/1,5seq;

#foreach (@seqS) {
print $_,"\t";}

if (exists
Sequals{Sidprot_uni}) {

H#print
Sequals{Sidprot_uni},"\n";

print
"\t",Sequals{Sidprot_uni},"
\t",$seq,"\t",$seqS[0],"\t",
Spos,"\t","19","\n";

}

#else{print

"Sidprot_uni\n";}

}

close(ID);

oxidacion.py

def buscarElemento(lista,
elemento):

foriin range(0,len(lista)):

if(lista[i] == elemento):
returni

def escribe(cadena):
if cadena.count('(ox)')>1:
listaox=list(cadena)

posi=buscarElemento(lista
ox,'(")

res=listaox[posi-1]

del listaox[posi:posi+4]

oxstr="".join(listaox)

seqox=oxstr.replace('(ox)’,

)

sequence=pt[lista[1]]

posicion=sequence.find(se
qox)
posf=posicion+posi
post=str(posf)
outfile.write
("\t"+lista[1]+"\t"+lista[2]+
"\t"+res+"\t"+post+"\t"+lis
ta[8])

escribe(oxstr)
else:
listaox=list(cadena)

posi=buscarElemento(lista
ox,'(")

res=listaox[posi-1]

del listaox[posi:posi+4]

oxstr="".join(listaox)

seqox=oxstr.replace('(ox)’,

)

sequence=pt[lista[1]]

posicion=sequence.find(se
qox)
posf=posicion+posi
post=str(posf)
outfile.write
("\t"+lista[1]+"\t"+lista[2]+
"\t"+res+"\t"+post+"\t"+lis
ta[8])

infile=open("C:\Users\Edua
rdo\Documents\\BaseDeD
atoswBio\\oxi2.txt","r")
infile2=open("C:\Users\Edu
ardo\Documents\\BaseDe
DatoswBio\\Buenos\\proto
axt","r")
outfile=open("C:\Users\Ed
uardo\Documents\\BaseDe
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DatoswBio\\oxidation2.txt"
S'w)
outfile2=open("C:\Users\E
duardo\Documents\\Base
DeDatoswBio\\oxidaciones

totales.txt","w")

pt={}

for line in infile2:
listadicc=line.split("\t')

pt[listadicc[1]]=listadicc[2]

for line in infile:
lista=line.split("\t")
oxis=lista[3]

if("(ox)" in oxis):

oxis=oxis.replace('(ph)',")

oxis=oxis.replace('(ac)",")

oxid=oxis.replace('_',")

outfile2.write(oxid+"\n")
escribe(oxid)
#if oxis.count('(ox)')>1:
# listaox=list(oxid)
#
posi=buscarElemento(lista
ox,'(")
# res=listaox[posi-
1]
# del
listaox[posi:posi+4]

# print
.join(listaox)
# print posi-1

#print
lista[1]+"\t"+str(posi)+"\t"+
listaox[posi-1]

#posif=int(lista[6])+int(posi
)
#posifs=str(posif)

#outfile.write
("\t"+lista[1]+"\t"+lista[2]+
"\t"+listaox[posi-
1]+"\t"+posifs+"\t"+lista[9]
)

#Houtfile.write
("\t"+lista[1]+"\t"+lista[2]+
"\t"+oxid+"\t"+lista[9])

#print posi
infile.close()
outfile.close()
outfile2.close()

verificarPDB.pl

#!/usr/bin/perl -w
#Para verificar si un pdb
puede caracterizar

# mas de una proteina
my %pdbs;

my @comp;

my @comp_abc;

my @pordes;

my @ihave;

my Stime;

my Smax_large=0;

my $a=0;
open(IN,"pdb_orf.csv") | |
die;
while(<IN>) {
chomp;
my(Sprot_id,Spdbid) =
split /\t/, $_;

Sprot_id="~s/\s/./g;
#creo una hash para
saber si existen
Svalor=length($prot_id);
#print Svalor."\n";

if (length(Sprot_id)==7){
Spdbs{Spdbid}.="Sprot_id

",
’

}

else{
if
(length(Sprot_id)==9){

Spdbs{Spdbid}.="Sprot_id
Y
else{
print ("no estoy
en la base: Sprot_id con
Spdbid con Svalor\n");
}
}
if (grep $_eq
Spdbid, @comp)==0){
push
@comp,Spdbid;
}

#print
Sprot_id."\t".Spdbid."\n";
}
foreach my Sk (keys
%pdbs) {

#print "Sk\tSpdbs{SkA\n";
Sa=Sa+1;
Svar=$pdbs{Sk};
Slarge=length(Svar);

#metodo de la burbuja
para saber que pdb tiene
mas proteinas
#caraterizadas

if(Smax_large < Slarge){
Smax_large=Slarge;
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Sllave= Sk;
}
#print Slarge."\n";
if(Slarge>=10){ #print
"Sk\tSpdbs{SkHn";
#Stime=Stime+1
}
}

#print $a."\n";
#Ssize=keys %pdbs;
#print Ssize."\n";
#print Stime,"\n";
print "soy el pdb mas
grande Sllave con
Smax_large\n";
close(IN);

#para saber si se hace una
tabla auxiliar ?
open(El,"listapdbac.txt") | |
die;
while(<EI>){

chomp;

my
(Spdb_actual,undef)=split
IN1S_

#print
Spdb_actual,"\n";

push
@comp_abc,Spdb_actual;

#if ((grep S_ eq
Spdb_actual,@comp)==0){
print "no aparezco:
Spdb_actual\n";}else{ print
"aparezco\n";}
}

close(El);

foreach my Selement
(@comp) {

H#print
Selement,"\n";

if ((grep S_eq
Selement,@comp_abc)==0
i

#print "no
aparezco: Selement\n";

#system("python
pdb_download.py
Selement");

push
@pordes,Selement;

#system("mv
Selement.pdb PDBEstruct/

")

#foreach my Sele
(@pordes){ print
Sele,"\n";}
open(EF,"listanueva.txt")
|| die;
while (<EF>){
chomp;

my
(Spdb_actual2,undef)=split
IN1S_;

#Spdb_actual2=
tr(/[a-z]/[A-
Z],Spdb_actual2);

Spdb_actual2=
uc(Spdb_actual2);

push
@ihave,Spdb_actual2;

#print
"Spdb_actual2\n";

1

close(EF);

foreach my
Skelem(@pordes){

if (grep S_eq
Skelem,@ihave)==0){

#print
"Skelem\n";

1}

pdb_download.py

import os, sys, ftplib, shutil,
gzip

HOSTNAME="ftp.wwpdb.o
rg"
DIRECTORY="/pub/pdb/dat
a/structures/all/pdb/"
PREFIX="pdb"
SUFFIX=".ent.gz"

array_pdbs=[];

def
unZip(some_file,some_out
put):

Unzip some_file using
the gzip library and write to
some_output.

f=
gzip.open(some_file,'r")

g=
open(some_output,'w')

g.writelines(f.readlines())

f.close()

g.close()

os.remove(some_file)

def
pdbDownload(file_list,host
name=HOSTNAME,director
y=DIRECTORY, prefix=PREFI
X,
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suffix=SUFFIX):
Download all pdb files in
file_list and unzip them.

success = True

# Log into server

print "Connecting..."
ftp = ftplib.FTP()
ftp.connect(hostname)
ftp.login()

# Remove .pdb
extensions from file_list
for file_index, file in
enumerate(file_list):
try:
file_list[file_index] =
file[:file.index(".pdb")]
except ValueError:
pass

# Download all files in
file_list
to_get = ["%s/%s%s%s"
% (directory,prefix,f,suffix)
for fin file_list]
to_write = ["%s%s" %
(f,suffix) for f in file_list]
foriin
range(len(to_get)):
try:
ftp.retrbinary("RETR
%s" %
to_getl[i],open(to_writeli],"
wb").write)
final_name =
"%s.pdb" %
to_write[i][:to_write[i].ind

ex(".")]

unZip(to_write[il,final_nam
e)
print "%s retrieved
successfully." % final_name
except
ftplib.error_perm:

os.remove(to_write[i])

print "ERROR! %s
could not be retrieved!" %
file_list[i]

array_pdbs.append(file_list
[i])
print array_pdbs
success = False

# Log out
ftp.quit()

if success:
return True
else:
return False

def main():
If the function is called
from the command line.

try:
file_input =
sys.argv([1:]
except IndexError:
print __usage
sys.exit()

pdb_list =]
for argin file_input:
if os.path.isfile(arg)
and arg[-4:] !=".pdb":

# Read in input file

f = open(arg,"r")

tmp_list =
f.readlines()

f.close()

# Strip comments
and blank lines, recombine
file, then split on all

# white space

tmp_list=[p forpin
tmp_list if p[0] !="#" and
p.strip() 1=""]

tmp_list =
Jjoin(tmp_list)

tmp_list =
tmp_list.split()

tmp_list = [p.lower()
for p in tmp_list]

pdb_list.extend(tmp_list)
else:

# Lower case,
remove .pdb if appended
pdb_id = arg.lower()
if pdb_id[-4:] ==
".pdb":
pdb_id = pdb_id[:-
4]

pdb_list.append(pdb_id)

# Download pdbs
pdbDownload(pdb_list)

if _name__ ==

__main__":
main()
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changename.pl

#!/usr/bin/perl -w
#Para cambiar nombre de
pdbs

open(IN,"listaTotal.txt") | |
die;
while(<IN>) {

my
(Sdirectory,undef)=split
VA

my (Spdb,Sext)=
split /\./,Sdirectory;

Shuevopdb =
uc(Spdb);

print
Snuevopdb,"\n";

system("mv
Spdb.pdb
Snuevopdb.pdb")
}

close(IN);

tabla.pl

#!/usr/bin/perl
#creando tabla para pdbs
#primero: obtenemos la
lista de todos los pdb
descargados

my @comp;

my %pdbs;

my @descr;

my @proteoma;

my %alias;

my @request;

my %proteinas;

my %files;

my @comp?2;

my @borradores;
Smoleculas=0;

open(IN,"Leo.csv") | | die;
while(<IN>) {
chomp;

my(Sidprot,Sstandard_nam
e,Saliases)=split /,/,S_;
Saliases="s/"//g;

Salias{Sidprot}="Sstandard
_name Saliases";

}

close(IN);

open(ES,"proteinas.csv") | |
die;
while(<ES>) {
chomp;
my(Sidprot2,undef)
=split \s/,5_;
#print
Sidprot2,"\n";
if (grep S_eq
Sidprot2, @proteoma)==0)
{

push
@proteoma,Sidprot2;
}
}
close(ES);

open(ED, 'listaTotal.txt")| |
die;
while(<ED>){

chomp;

my(Spdbfile,Sext)=
split /\./,5_;

#print
Spdbfile."\n";

if (grep $_eq
Spdbfile,@descr)==0)

{
push
@descr,Spdbfile;
}
}
close(ED);

#vamos al archivo original
para crear una hash y un
array auxiliar
#vamos a la proteinas en la
base para descartar las que
no estan
#y las que si estan
utilizarlas para hacer una
tabla de replicacion
open(IN,"pdb_orf.csv") ||
die;
while(<IN>) {

chomp;

my(Sprot_id,Spdbi
d) =split /\t/, S_;

if (grep $_eq
Sprot_id, @proteoma)==1){

Spdbs{Spdbid}.="S
prot_id ";
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if (grep S_
eq Spdbid,@comp)==0)
{

push
@comp,Spdbid;
}
lelse
{
foreach my
Skk (keys %alias){
my
@array= split
/\s/,$alias{Skk};

if ((grep $_eq
Sprot_id,@array)==1){

#print "si
existo: Sprot_id\n";

if (grep S_
€q
Sprot_id,@resquest)==0){

push
@resquest,Sprot_id;

}
if (grep S_
€q
Sprot_id, @resquest)==0){

#print "no estoy en
la base: Sprot_id con
Spdbid.pdb\n";

#if
(Sprot_idant eq Sprot_id){

Spdbs{Spdbid}=~
s/Sprot_id//g;
#}

#Sprot_idant=Sprot_id;
!

close(IN);

#para verificar contenido
#foreach Skey(@comp){

print Skey,"\n";}
#foreach Skey(@descr){

print Skey,"\n";}
#foreach my Sk (keys
%pdbs) { print
"Sk\tSpdbs{Sk}\n"; }
#Ssize=keys %pdbs; print
Ssize;

#una vez tenida la lista
limpia en %pdbs
mandamos aquellos que
tienen mas de una
#caraterizaciony que
ademas tengamos

foreach my Sk (keys
%pdbs){
Svar=Spdbs{Sk};
Slarge=length(Svar)

#print "Slarge\n";
if(Slarge>11){
if((grep S_
eq Sk,@descr)==1){

#print
"Sk\tSpdbs{SkHAn";
}

Helse{
system("python
pdb_download.py $k")}
else{

#print "de plano no
estoy: Sk\n";

delete(Spdbs{Sk});
}

Snuevaskeys= split
/\s/,$pdbs{Sk};

foreach Sjj
(@nuevaskeys){

Sproteinas{$jj}.="$
k",

}

lelse{

if((grep S_
eq Sk,@descr)==1){

#print
"Sk\tSpdbs{SkA\n";

Sproteinas{Spdbs{S
}="$k "

lelse{

#print
"Sk\tspdbs{SkAn";

#print "no se pudo
descargar: Sk\n";

#system("python
pdb_download.py $k")

delete(Spdbs{$k});
}
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#creamos una hash de
tamanfios con pdbs para
eliminar la
#redudancia de pdbs con
proteinas asociadas
my Spmid_find=";
open(IN,"weights.txt") | |
die;
while(<IN>) {

chomp;

my (Sprivileges,
Snum,Suser,Sgroup,Sweigh
t,Smounth,Sday,Shour,$file
)=split /\s+/,5_;

#print Sfile." con
" Sweight."\n";

#peso dado en

bytes
#print Sfile."\n";
open(EN,"Sfile");
while(<EN>){
chomp;
#print
"entre\n";
my(Scadena,undef)
= split /\t/,$_;
#print
Scadena."\n";
if

(Scadena=~" MOLECULE:
II){

Smoleculas=Smole
culas+1;

}

if(Scadena="~
/MRNL/K
my
(Sword,Sref,Sdata,undef)=
split /\s+/,Scadena;

if(Sref="/APMID/){

Spmid_find=$data;

#print "Spmid con
Sfile\n";

#my
(Spdb_des,Sext)= split
/\./,Sfile;

#if (Spmid eq "){
#
Sfiles{Spdb_des.".$
weight"."-0"}=Smoleculas;

#lelse{
#
Sfiles{Spdb_des.".$
weight"."-
Spmid"}=Smoleculas;
#}
}
!
}
#print Sfile."\n";
close(EN);
my

(Spdb_des,Sext)= split
/\./,Sfile;

if (Spmid_find eq
"X

Sfiles{Spdb_des.".$S
weight"."-0"}=Smoleculas;
lelse{

Sfiles{Spdb_des.".$
weight"."-
Spmid_find"}=Smoleculas;

}

Smoleculas=0;
Spmid_find=""

}
close(IN);
Sflag=0;
Sflag2=0;
foreach my Skkk (keys
%proteinas){
#print
"Skkk\tSproteinas{Skkk\n"
Svar=S$proteinas{Sk
kk};
Slarge=length(Svar)

#print "Slarge\n";
if(Slarge>5){
my
@elements= split
/\s+/,Sproteinas{Skkk};
#foreach Sg
(@elements){print "Sg con
Skkk\n"; }
#metodo
de la burbuja aplicado a
numero de moleculas
foreach Sg
(@elements){

H#obtenemos del
hash el numero de

moleculas

foreach my Sgg
(keys %files){

if (Sgg =~ /"Sg/|

Snumber2=5files{$
geh

if(Sflag==0){
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Snumber=Snumber

Sflag=1;

if
(Snumber2<=Snumber){

#segundo
criteriode seperacion el
peso del archivo

my
(Spdbwithw,Sppmidn)=
split /\./,5gs;

my(Speso2,Spmidn
)= split /-/,Sppmidn;

if($flag2==0){

Speso=5peso2;

Sflag2=1;

#5gg_ant=5g;

(Speso2>=S$peso){

Snumber=Snumber

Speso=$peso2;

Sminimo=Sg;

#pop
@elements,$g_ant;

#5g_ant=5g;
}
!
}
}
}
#print
"Sminimo de Skkk\n" ;
Sflag=0;
Sflag2=0;

Sproteinas{Skkk}=S
minimo;
#print
"Skkk\tSproteinas{Skkk}\n"
lelse{
#print
"Skkk\tSproteinas{Skkk}\n"

7

}

}
#iforeach my Sii(keys

%files){ print
"Sii\tSfiles{Siif\n";}

#foreach my Sii(keys
%proteinas){ print

"Sii\tSproteinas{Sii\n";}

#resultados de curaciéon
manual, proteinas que no
tienen pdbs utiles
open(IN,"curacion.txt") | |
die;
while(<IN>) {

chomp;

my
(Sbadfile,undef)=split
AV

if (grep S_eq
Sbadfile,@borradores)==0)
{

push
@borradores,Sbadfile;
}
}
close(IN);

#BORRAR PDBS
#foreach
Skey(@borradores){
print Skey,"\n";}
foreach my Sllave (keys
%proteinas){
Sllave="s/\s+//g;
Sllave2=Sllave;
if (grep S_eq
Sllave2,@borradores)==1){
delete
(Sproteinas{Sllave." "});

H#if ((grep
$_eq
Sllave2,@borradores2)==0)
{

#
push
@borradores2,Sllave2;
#}

176



#print
"entre\n";
}
}
#foreach
Skey(@borradores2){

print Skey,"\n";}
#foreach my Sii(keys
%proteinas){ print

"Sii\tSproteinas{Sii\n";}

#HACER CAMBIOS por pdbs
mejores

my @compb;

my Scont=0;

open(El,"cambios.txt")| |
die;
while(<EI>){
chomp;
my
(Sasoc,Snuevopdb,Spmid,u
ndef)=split /\t/,S_;
push
@compb,Sasoc;
foreach my Sqq
(keys %proteinas){
$qg="
s/\st//g;
if(Sasoc eq
Sqa){

Sproteinas{$qq."
"}=Snuevopdb;

Scont=Scont+1;

foreach my Sqj
(keys %files ){

my
(Sidpdbfile,Sothers)= split
\/,59i;

my
(Strash,Spmidcomp)= split
/-/,Sothers;

if
((Sproteinas{$qq." "}) eq
Sidpdbfile){

if (Spmid

eq Spmidcomp){

#print "es
correcto\n";

pop
@compb;
telse{print
"no es igual Spmidy
Spmidcomp\n"};
}
}
}
}
}
close(El);

# en curacion manual

#Ssize=keys %pdbs; print
Ssize."\n";

#Ssize=keys %proteinas;
print Ssize."\n";
#iforeach Skey
(@compb){print
Skey,"\n";}

#print Scont."\n";

foreach my Sii(keys
%proteinas){

foreach my Sjj
(keys %files ){

Sproteinas{Sii}=~

s/\s+//g;
if ($jj =~
/7Sproteinas{Sii}/){
my
(Spdbid,Sweightpmid)=
split /\./,Sij;
my

(Sweight,Spmid)=split /-
/,Sweightpmid;

print

"Sii\tSproteinas{Siij\tSpmi
d\n";
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get_store_pmid.pl
#!/usr/bin/perl -w

use XML::LibXML;
use LWP::Simple;
use SQL::Abstract;

my Spmid = SARGV[0];
#my Spmid ='21774816';

my Spmid_xml =
get("http://eutils.ncbi.nlm.
nih.gov/entrez/eutils/efetc
h.fcgi?db=pubmed&id=S$p
mid\[UID\]&retmode=xml"
);

#my Spmid_xml =
get("http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pubmed/Spmid?re
port=xml&format=text");
#print Spmid_xml . "\n";

my %pm_en_prensa = ();

Spm_en_prensa{pmid} =
$ARGV[0]; #OK
Spm_en_prensa{id_investi
gador} = SARGV[1];
Ssend2db = SARGV][2];

my Sparser=XML::LibXML-
>new();

my Stree = Sparser-
>parse_string(Spmid_xml);
my Spubmed = Stree-
>getDocumentElement;

Spm_en_prensa{issn} =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/ISSN');

Spm_en_prensa{volume} =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/Journallssue/Volume
');

Spm_en_prensafissue} =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/Journallssue/Issue');
Spm_en_prensa{year} =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/Journallssue/PubDat
e/Year');
Spm_en_prensa{journal_tit
le} = Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/Title");
Spm_en_prensa{journal_tit
le_abbr} = Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/Jo
urnal/ISOAbbreviation');
Spm_en_prensa{articulo_ti
tle} = Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/A
rticleTitle');
Spm_en_prensa{paginas} =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/P
agination/MedlinePgn');

my @abstract_all =
Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/MedlineCitation/Article/A
bstract/AbstractText');

my Sabstract_text;

foreach my Sabstract_label

(@abstract_all) {
Sabstract_text .=

Sabstract_label-

>textContent . " ";

}
Spm_en_prensa{abstract}
= Sabstract_text;

my @autor_all = Spubmed-
>findnodes('PubmedAtrticle
/MedlineCitation/Article/A
uthorlList/Author');

my Sautor_list;

foreach my Sautor
(@autor_all) {
my Slast = Sautor-
>findnodes('LastName');
my Sinitials = Sautor-
>findnodes('Initials');
Sautor_list .= "Slast\,
Sinitials\; ";
}
Sautor_list =~ s/\; $//;

#Spm_en_prensafautor_lis
t} = Sautor_list;

my Sstatus = Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/PubmedData/PublicationS
tatus');

Spm_en_prensa{pub_type}
= Sstatus->string_value();

if(Sstatus->string_value()
eq "ppublish") {

Snota = 'Publicado en
papel’;
}
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elsif(Sstatus-
>string_value() eq
"epublish") {
Snota = 'Publicado sélo
electronicamente’;
!
elsif(Sstatus-
>string_value() eq
'aheadofprint’) {
Snota = 'No ha sido
publicado en papel’;

}

my @ids = Spubmed-
>findnodes('PubmedArticle
/PubmedData/ArticleldList
/Articleld');
foreach my Sid (@ids) {
my Sattribute = Sid-
>getAttribute('ldType');
if (Sattribute eq 'doi') {
Spm_en_prensa{doi} =
Sid->string_value()
# print"DOI" . Sid-
>string_value() . "\n";
}
}

if(Spm_en_prensaf{journal_
title_abbr} =~ /\w+/) { #Si
existe Journal abbreviation
if(Snota =~ /No ha sido

publicado en papel/) {

Spm_en_prensa{cita} =
"Sautor_list
\(Spm_en_prensafyear}\)
Spm_en_prensafarticulo_ti
tle}
Spm_en_prensa{journal_tit
le_abbr}\.";

}
else {
Spm_en_prensa{cita} =
"Sautor_list

\(Spm_en_prensa{year}\)
Spm_en_prensafarticulo_ti
tle}
Spm_en_prensa{journal_tit
le_abbr}\.
Spm_en_prensa{volume}\:
\(Spm_en_prensa{issue}\)
Spm_en_prensa{paginas}\.

",
’

}
}
else { #No existe Journal
abbr, ponemos el titulo
largo

if(Snota =~ /No ha sido
publicado en papel/) {

Spm_en_prensa{cita} =

"Sautor_list
\(Spm_en_prensa{year}\)
Spm_en_prensafarticulo_ti
tle}
Spm_en_prensa{journal_tit

le}\. ;
}
else {
Spm_en_prensa{cita} =
"Sautor_list

\(Spm_en_prensafyear}\)
Spm_en_prensafarticulo_ti
tle}
Spm_en_prensa{journal_tit
le)\.
Spm_en_prensa{volume}\:
\(Spm_en_prensa{issue}\)
Spm_en_prensa{paginas}\.

",
7

}
}

# ESCRIBE EN LA BD

if (Ssend2db eq '1' ){

my Sdbh =
conectadb();

my
Sarticulos_pubmed =
SQL::Abstract->new;

my(Sstmt, @bind)
= Sarticulos_pubmed-
>insert('articulos_pubmed',
\%pm_en_prensa);

Ssth = Sdbh-
>prepare(Sstmt);

Ssth-
>execute(@bind);
lelse{

my $sin =
Spm_en_prensa{abstract};

my Scit =

Spm_en_prensa{cita};

#print 'ABSTRACT
'. Ssin."\n";
print Scit."\n";

# UTIL

sub conectadb {

use DBI;

use strict;

use vars qw(Sdbhost
Sdbuser Sdbpassword
Sdsn);

my Sdbhost = 'localhost’;

my Sdbuser = 'root’;

my Sdbpassword =
'guasita’;

my Sdsn =
"DBI:mysql:database=infor
me_2014;host=Sdbhost;";

my Sdbh = DBI-
>connect(Sdsn, Sdbuser,
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Sdbpassword,
{
RaiseError
=> 1'

AutoCommit=>1

}
);

Sdbh->do(qq{SET
NAMES 'utf8';});

return undef unless
(defined Sdbh);
return Sdbh
}
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Programacion Web

yaam_ini.php

<ldoctype html>
<html><!-- InstanceBegin template="/Templates/Index.dwt" codeOutsideHTMLIsLocked="false" --
>
<head>
<meta charset="utf-8">
<title>YAAM Yeast Amino Acid Modifications</title>
<link href="CSS/Index.css" rel="stylesheet" type="text/css">
<!l-- <link rel="stylesheet" href="chosen/docsupport/style.css">
<link rel="stylesheet" href="chosen/docsupport/prism.css"> -->
<link rel="stylesheet" href="chosen/chosen.css">
<script src="https://ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/1.11.2/jquery.min.js"></script>
<script src="chosen/chosen.jquery.js" type="text/javascript"></script>
<script src="chosen/docsupport/prism.js" type="text/javascript" charset="utf-8"></script>
<script type="text/javascript">
var config = {
'.chosen-select’ {3,
'.chosen-select-deselect' : {allow_single_deselect:true},
'.chosen-select-no-single' : {disable_search_threshold:10},
'.chosen-select-no-results': {no_results_text:'Oops, nothing found!'},
'.chosen-select-width' : {width:"95%"}
}
for (var selector in config) {
S(selector).chosen(config[selector]);
}
</script>
<link rel="stylesheet" type="text/css" media="screen"
href="//cdn.datatables.net/1.10.5/css/jquery.dataTables.min.css" />
<script src="//cdn.datatables.net/1.10.5/js/jquery.dataTables.min.js"
type="text/javascript"></script>
<link rel="stylesheet" type="text/css" media="screen"
href="TableTools/dataTables.tableTools.css" />
<script src="TableTools/dataTables.tableTools.min.js" type="text/javascript"></script>

</head>
<body>

<script>
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S(document).ready(function() {
var sameres;
var modif;
S('#mainres').hide();
S("#busca").submit(function() {

S('#secres').hide();
S('#mainres').show();
S('#mainres').dataTable( {
sDom:'T<"clear">lIfrtip’,
tableTools:{
"aButtons": ["copy","csv","xIs"],
"sSwfPath": "TableTools/copy_csv_xls.swf"
2
destroy:true,
"aoColumnDefs": [
{"sClass": "dt-center", "aTargets": ['_all'] }
1,
"ajax": '../Proteinas/modificaciones.php?modificacion="+modif,
"columns": [
{ data: "systematic_name",
"fnCreatedCell": function (nTd, sData, oData, iRow, iCol) {
$(nTd).html("<a href=detalle_final.php?orf="+sData+">"+sData+"</a>");
!
2

{ data: "common_name" },
{ data: "residue" },
{ data: "position" },
{ data: "source" }
]
H);

return false;

N;
N;

</script>

<script>
S(document).ready(function() {

var lobject = {};
var mobject = {};
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S('#tsecres').hide();

S(".chosen").chosen({
width: "95%",
include_group_label_in_selected: true,

1
S("#doit").click(function () {

var loc = Array();

var mod = Array();

loc = $("#location").val();

mod = $("#modification").val();

for(i in loc){
lobject[i]=loc[i];

}

for(j in mod){
mobject[jl=mod[j];

}

lobject = JSON.stringify(loc);

mobject = JSON.stringify(mod);

S('#busca2').submit();

1;

S('#searching').submit(function(){
var bus = $('#buscar').val();
S('#mainres').hide();
S('#Caja_texto2').hide();
S('#secres').show();
S('#secres').dataTable( {
sDom:'T<"clear">Ifrtip’,
tableTools:{
"aButtons": ["copy","csv","xIs"],
"sSwfPath": "TableTools/copy_csv_xls.swf"
2
destroy:true,
"aoColumnDefs": [
{"sClass": "dt-center", "aTargets": ['_all'] }
1,

"ajax": '../Proteinas/search.php?busquedas4="+bus,
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"columns": [
{ data: "systematic_name" , "fnCreatedCell": function (nTd, sData, oData, iRow, iCol)

{
S(nTd).html("<a href=detalle_final.php?orf="+sData+">"+sData+"</a>");
}
2
{ data: "common_name" },
{ data: "location" }
]
H);
return false;
1;
S("#busca2").submit(function(){
var resan;
if(document.busca2.residue[0].checked)
resan="yes";
else
resan="no";
S('#mainres').hide();
S('#Caja_texto2').hide();
S('#secres').show();
S('#secres').dataTable( {
sDom:'T<"clear">Ifrtip’,
tableTools:{
"aButtons": ["copy","csv","xIs"],
"sSwfPath": "TableTools/copy_csv_xls.swf"
2
destroy:true,
"aoColumnDefs": [
{"sClass": "dt-center", "aTargets": ['_all'] }
1,
"ajax":
'../Proteinas/Localization.php?modification="+mobject+'&location="+lobject+'&residue="+resan,
"columns": [

{ data: "systematic_name",
"fnCreatedCell": function (nTd, sData, oData, iRow, iCol) {
S(nTd).html("<a href=detalle_final.php?orf="+sData+">"+sData+"</a>");

}
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2
{ data: "common_name" },
{ data: "location" }
]
H;

return false;

};//eldelclick
D

</script>

<div id="Contenedor">
<header onclick="location.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="header">
<div onclick="location.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="ifc"></div>

<divid="menu">
<ul>
<li><a href="/YAAM/about_yaam.php">About YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/add_yaam.php">Add a YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/yaam_ini.php">Home</a></li>
</ul>
</div>
</header>
<div id="search">
<form id="searching">
General Search:<input type="text" name="buscar" id="buscar">
</form>
</div>
<div id="Cuerpo">
<div id="Columna">
<br>
<form id="busca2" name="busca2">
<br>
<br>
YAAM search
<br>
<br>
<select multiple id="modification" class="chosen" data-placeholder="Select
modifications" name="categories2[]" style="width: 300px" >
<option>Acetylation</option>
<option>ActiveSite</option>
<option>Ca</option>
<option>Disulfide</option>
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<option>Glycosylation</option>
<option>Lipidation</option>
<option>Metal</option>
<option>Methylation</option>
<option>Nitration</option>
<option>Nterminal</option>
<option>Oxidation</option>
<option>Phosphorylation</option>
<option>Succinylation</option>
<option>Ubiquitination</option>
</select>
<br><br>
<select multiple id="location" class="chosen" data-placeholder="Select localizations"
name="categories[]" style="width: 300px" >
<option></option>
<option>Golgi apparatus</option>
<option>Cytoplasm</option>
<option>Mitochondrion</option>
<option>Peroxisome</option>
<option>Endoplasmic reticulum</option>
<option>Vacuole</option>
<option>Vesicle</option>
<option>Cell wall</option>
<option>Prospore membrane</option>
<option>Plasma membrane</option>
<option>Membrane protein</option>
<option>Putative membrane protein</option>
<option>Cellular bud</option>
<option>Site of polarized growth</option>
<option>Nucleus</option>
<option>Nucleolus</option>
</select>
<br>
<br>
<input id="doit" type="button" value=" Search ">
<br>
<br>
Same Residue
<br>
<br>
<input id="resans" type="radio" name="residue" value="Yes">Yes
<input id="resans" type="radio" name="residue" value="No" checked>No
</form>
<br>
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<br>
</div>

<div id="Visualizar">
<div id="Caja_texto2">
Select one or more Modification and/or Location and click the button "Search" to display the
results.
<br><br><br><img src="Imagenes/bg_yaam.jpg">
</div>
<l-- InstanceBeginEditable name="EditRegionl" -->
<table id="mainres" class="display" cellspacing="0" width="100%">
<thead>
<tr>
<th>Systematic Name</th>
<th>Common Name</th>
<th>Residue</th>
<th>Position</th>
<th>pmid</th>
</tr>
</thead>

<tfoot>
<tr>
<th>Systematic Name</th>
<th>Common Name</th>
<th>Residue</th>
<th>Position</th>
<th>pmid</th>
</tr>
</tfoot>

</table>

<table id="secres" class="display" cellspacing="0" width="100%">
<thead>
<tr>
<th>Systematic Name</th>
<th>Common Name</th>
<th>Location</th>
</tr>
</thead>

<tfoot>
<tr>
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<th>Systematic Name</th>
<th>Common Name</th>
<th>Location</th>
</tr>
</tfoot>

</table>
<div id="resultados">

</div>

<l-- InstanceEndEditable -->

</div>

</div>

<?php include("footer_yaam.php") ?>
</div>

</body>

<!-- InstanceEnd --></html>

detalle_final.php
<?php

Squest=utf8_decode(S_GET['orf']);

// Squest = utf8_decode('YBRO09C');

Scon=mysqli_connect("localhost","user","password") or die("Failed to connect with
database!!!");

mysqli_select_db(Scon,"proteinas");

Squery = "select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME="Acetylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Acetylation as
ac join Source as src on

ac.source_id=src.id join Equivalences as e on ac.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
ac.proteina_idprot='Squest’'

or e.standard_name='Squest’

union
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select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Phosphorylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join
Phosphorylation as fs join Source as src on

fs.source_id=src.id join Equivalences as e on fs.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
fs.proteina_idprot='Squest'

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Glycosylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Glycosylation
as gl join Source as src on

gl.source_id=src.id join Equivalences as e on gl.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
gl.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME-='"Lipidation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Lipidation as Ip
join Source as src on

Ip.source_id=src.id join Equivalences as e on Ip.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
Ip.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Succinylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Succinylation
as sc join Source as src on

sc.source_id=src.id join Equivalences as e on sc.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
sc.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Ubiquitination' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join
Ubiquitination as ub join Source as src on

ub.source_id=src.id join Equivalences as e on ub.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
ub.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME="Methylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Methylation as
mt join Source as src on
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mt.source_id=src.id join Equivalences as e on mt.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
mt.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME="'Oxidation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Oxidation as ox
join Source as src on

ox.source_id=src.id join Equivalences as e on ox.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
ox.proteina_idprot='Squest'

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME="'Ca' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Ca as cb join Source as
srcon

cb.source_id=src.id join Equivalences as e on cb.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
cb.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Metal' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Metal as mb join
Source as srcon

mb.source_id=src.id join Equivalences as e on mb.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
mb.proteina_idprot='Squest'

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Nterminal' and TABLE_ SCHEMA="proteinas') as tn join Nterminal as at
join Source as src on
at.source_id=src.id join Equivalences as e on at.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
at.proteina_idprot='Squest’'

or e.standard_name='Squest’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME="ActiveSite' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join ActiveSite as acs
join Source as src on

acs.source_id=src.id join Equivalences as e on acs.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
acs.proteina_idprot='Squest'

or e.standard_name='Squest’

union
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select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME="Disulfide' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Disulfide as db join
Source as srcon

db.source_id=src.id join Equivalences as e on db.proteina_idprot=e.proteina_idprot where
db.proteina_idprot='Squest’

or e.standard_name='Squest' order by posicion;";

Spdb = "select pdb_file from pdb where proteina_idprot='Squest';

Ssth = mysqli_query(Scon,Squery);
Ssthpdb = mysqli_query(Scon,Spdb);

Srows = array();

Smodifications = array();

Spositions = array();

Stable = array();

Stable['cols']=array(
array('label' => 'Residue’,'type' => 'string'),
array('label' => 'Position’, 'type' => 'number'),
array('label' =>'PMID', 'type' => 'number'),
array('label' => 'Modification', 'type' => 'string')

);

while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Ssth)){
Stemp = array();
if(Sr['pmid])

Stemp = array('Residue’ => (string)
utf8_encode(Sr['residuo']),'Position'=>(int)Sr['posicion'],'PMID'=>(int)Sr['pmid'],'Modification'=>(s
tring)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

else

Stemp = array('Residue' =>
(string)utf8_encode(Sr['residuo']),'Position'=>(int)Sr['posicion'],'PMID'=>(string)utf8_encode(Sr['u
niprot.org']),'Modification'=>(string)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

array_push(Srows,Stemp);

if(mysqli_num_rows(Ssthpdb)){
Sresu = mysqli_fetch_array(Ssthpdb);

Spdbname =Sresu['pdb_file'];
lelse{
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Spdbname="";
}

for($s=0;Ss<count(Srows);Ss++){
if(Ss>0){
if(Srows[Ss]['Position']===Srows[$s-1]['Position'] &&
Srows[$s]['Modification']===Srows[$s-1]['Modification']){
Srows[Ss]['PMID']=Srows[Ss]['PMID'].",".Srows[$s-1]['PMID'];
array_splice(Srows,S$s-1,1);
$s-=1;

}

for($s=0;Ss<count(Srows);Ss++){
if(Ss>0){
if(Srows[Ss]['Position']===Srows[$s-1]['Position'] &&

Srows[$s]['Modification']!==Srows[$s-1]['Modification']){

Srows[Ss]['Modification']=" ".Srows[Ss]['Modification'].",".Srows[S$s-
1]['Modification'];
Srows[S$s]['PMID']=Srows[Ss]['PMID']).",".Srows[$s-1]['PMID'];

array_splice(Srows,$s-1,1);

$s-=1;

}

function startsWith(Shaystack, Sneedle){
return Sneedle ==="" | | strrpos(Shaystack, Sneedle, -strlen(Shaystack)) !== FALSE;

}

if(Spdbname!=""){
$fp = fopen("../pdbs/Spdbname.pdb","r");

while(!feof(5fp)){
Slinea = fgets(Sfp);
if(startsWith(Slinea,"ATOM")){
Sdp=(int) substr(Slinea,22,4);

break;
1
}
fclose(Sfp);
}
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for($i=0; Si<count(Srows); Si++){
Spmids=explode(',',Srows[Si]['PMID']);
Smodifs=explode(',',Srows[Si]['Modification']);
Srows[Si]['PMID']=implode(",",array_unique(Spmids));
Srows[Si]['Modification']=implode(",",array_unique(Smodifs));
Smodifications[] = implode(",",array_unique(Smodifs));
if(Spdbname==="2M88" | | Spdbname==="5PGM" | | Spdbname==="1EJB" | |
Spdbname==="3SBC" | | Spdbname==="1D1Q"){
Spositions[] = Srows[Si]['Position']-1;
!
else if(Spdbname==="1F1G" | | Spdbname==="2K88"){
Spositions[] = Srows[Si]['Position']+1;
}
else if(Spdbname==="1DVR"){
Spositions[] = Srows[Si]['Position']-2;
}
else if(Spdbname==="2HV4"){
Spositions[] = Srows[Si]['Position']-6;
}
else if(Spdbname==="1YAT"){
Spositions[] = Srows[Si]['Position']-7;

}
else{

Spositions[] = Srows[Si]['Position'];
}

Stable['rows'] = Srows;

SjsonPos = json_encode(Spositions);
SjsonMod = json_encode(Smodifications);
SjsonPDB = json_encode(Spdbname);

>

<ldoctype html>

<html><!-- InstanceBegin template="/Templates/Index.dwt" codeOutsideHTMLIsLocked="false" --
>

<head>

<meta charset="utf-8">
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<title>YAAM Yeast Amino Acid Modifications</title>

<link href="CSS/Index.css" rel="stylesheet" type="text/css">

<link href="CSS/Tablas_detalle.css" rel="stylesheet" type="text/css">

<script src="https://ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/1.9.1/jquery.min.js"></script>
<link rel="stylesheet" type="text/css" media="screen"
href="//cdn.datatables.net/1.10.5/css/jquery.dataTables.min.css" />

<link rel="stylesheet" href="../ChemDoodleWeb700/install/ChemDoodleWeb.css"
type="text/css">

<script type="text/javascript"
src="../ChemDoodleWeb700/src/ChemDoodleWeb_yaam.js"></script>

<script src="//cdn.datatables.net/1.10.5/js/jquery.dataTables.min.js"
type="text/javascript"></script>

<link rel="stylesheet" type="text/css" media="screen"
href="TableTools/dataTables.tableTools.css" />

<script src="TableTools/dataTables.tableTools.min.js" type="text/javascript"></script>
</head>

<body>
<script>

var orf = '<?php echo Squest;?>';

var colores ={
"Acetylation" :"#FBBAO0OQ", //amarillo 13
"Phosphorylation": "#D0O0A10", //rojo 9
"Ca" : "H66FFFF", //aqua 7
"Disulfide" :"#BE2E46", //amariillo 14
"Glycosylation" : "#95039F", //morado 3
"Lipidation" : "#ADE415", //limon 11

"Metal" : "#66B7EE", //azul 6
"Methylation" :"#6456FD", //morado 15
"Oxidation" :"#06974A", // verde 12

"Succinylation" : "#F4667C", //rosa 1
"Ubiquitination" : "#9900EE", //morado 4
"Nterminal" :"#ED22C8", //rosa 2
"Nitration" :"#1502B8", //azul 5
"ActiveSite" :"#515151", // gris 10
"Morethanone" :"#775533" //verde

function obj(){
obj=new Object();
this.add=function(key,value){
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obj[""+key+""]=value;
}
this.obj=0bj
}

S(document).ready(function() {
/] S('‘#modif').css('color',"#00FF00"),
S('#mainres').dataTable( {
sDom:'T<"clear">Ifrtip’,
tableTools:{
"aButtons": ["copy","csv","xIs"],
"sSwfPath": "TableTools/copy_csv_xIs.swf"
2
destroy:true,
"aoColumnDefs": [
{"sClass": "dt-left", "aTargets": ['_all']},
1,
ajax: '../Proteinas/search.php?busqueda3="+orf,
"columns": [
{ data: "residue" },
{ data: "position" },
{ data: "modification" },
{ data: "pmid" }
]
1;
S('#main').dataTable( {
"sDom": '<"top">rt<"bottom"rt><"clear">',
"aoColumnDefs": [
{"sClass": "dt-left", "aTargets": ['_all'] }
1,
ajax: '../Proteinas/search.php?busquedal="+orf,
"columns": [
{ data: "systematic_name" },
{ data: "standard_name" },
{ data: "header" },
{ data: "location" }

S(document).ready(function() {
var color_posicion = [];

$.ajax({
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async: false,
url: '../Proteinas/search.php?busquedal="+orf,
success: function(response) {

var res = JSON.parse(response);

var seq = res.data[0].sequence;

rows = Math.floor(seg.length / 60);
residuo = seq.length % 60;
if(residuo >0) {
rows++;
}
$.ajax({
async: false,
url: '../Proteinas/search.php?busqueda2="+orf,
success: function(response2) {
var res2 = JSON.parse(response2);
var colour;
var posicion;
for (i in res2.data) {
if(typeof res2.data[i].modification !=='undefined' &&
(res2.datali].modification.match("\,"))) {
colour = colores["Morethanone"]; // More than one modifications
posicion = res2.datali].position;
}
else if(typeof res2.data[i].modification !=='undefined') {
colour = colores[res2.data[i].modification];
posicion = res2.datali].position;
}
color_posicion[posicion] = colour;
}
}
1;
// console.log(color_posicion);
var area_table = new String();

var max;
var min;
var rowl;
var col;
for (i=1; i<=rows; i++) {
listal = [];
max = (i*60) - 1;
min;
if(i==1){
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min =0;
}
else {
min = (i-1)*60;
}
for (var pos in color_posicion) {
if (pos <= max && pos >= min) {
listal.push(pos);
// console.log(listal);
// alert(pos);
}
}
rowl = seq.substring((i-1)*60,(i*60));
//console.log(rowl);
for (j=1; j<=6; j++) {
var max2 = (j*10) - 1;
var min2;
if(j==1){
min2 =0;
}
else{
min2 = (j-1)*10;
}
col = rowl.substring((j-1)*10,(j*10));
// console.log(min+ "'+ max+ "' +i+ "' +j+ "' +min2 +"'+ max2);
listal_sorted = listal.sort(function(a, b){return b-a});
for( k=0; k<=listal_sorted.length; k++) {
if((listal_sorted[k]-1) <= max2 + (i-1)*60 && (listal_sorted[k]-1) >= min2 + (i-1)*60) {
//console.log(listal_sorted[k]-1);
var carac;
var insert;
position = ((listal[k]-1) - ((j-1)*10) - (i-1)*60);
//console.log('POSITION ' + position);
carac = col.charAt(position);
insert = '<span style="font-weight: bold; color:' + color_posicion[listal[k]] +
carac + '</span>';
col = col.substring(0,position) + insert + col.substring(position+1);

>' +

}
}
if( typeof area_table !=="undefined' | | area_table !==") {
if( typeof col I==""'| | typeof area_table !=="'undefined') {
area_table +='<td>' + col + '</td>";
}
}
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1

area_table = '<tr>' + area_table + '</tr>';
}
//console.log(area_table);
S("#secuencia").append(area_table);

N;
N;

//5(document).ready(function() {

// S('‘#modificaciones tr').each(function() {
// alert(S(this).html());

/11

/1});

</script>
<script>

//var loc = <?php echo SjsonPDB; ?>;

function muestra_pdb( w, h) {
var ribbonTransformer = new ChemDoodle.TransformCanvas3D('ribbonTransformer', w, h);
ribbonTransformer.specs.proteins_residueColor = 'none’;
ribbonTransformer.specs.compass_display = true;
ribbonTransformer.specs.backgroundColor = '#444445'; //Option F1F1F21
var pdb;
var residuos;

var posit = <?php echo SjsonPos; ?>;
var modi = <?php echo SjsonMod; ?>;

var loc =<?php echo $jsonPDB; ?>;
if(loc==""){
S('#contpdb').hide();
/] S(‘#divpdb').hide();
/] S('#cajatexto').hide();
/] $(‘#optpdb').hide();
}

ChembDoodle.io.file.content('../pdbs/'+loc+'.pdb', function(fileContent){
pdb = ChemDoodle.readPDB(fileContent,1,posit,modi);
var residueSpecs = new ChemDoodle.structures.VisualSpecifications();
residueSpecs.proteins_residueColor = 'modif’;

198



ribbonTransformer.specs.proteins_residueColor = residueSpecs.proteins_residueColor;

ribbonTransformer.specs.atoms_display = false;
ribbonTransformer.specs.atoms_font_size 2D = 10;

//  ribbonTransformer.specs.atoms_displayLabels_3D = true;
ribbonTransformer.specs.proteins_ribbonCartoonize = true;
ribbonTransformer.specs.bonds_display = false;
ribbonTransformer.loadMolecule(pdb);
var c=0;
var resi=[];
for(var i =0, ii=pdb.chains.length; i<ii; i++){

for(var j = 0, jj=pdb.chainsli].length-2; j<jj; j++){
C++,;

resi[c] = pdb.chains[i][j+1].name;

</script>

<div id="Contenedor">
<header onclick="location.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="header">
<div onclick="location.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="ifc"></div>

<div id="menu">
<ul>
<li><a href="/YAAM/index_YAAM.html|">About YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/add_yaam.php">Add a YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/yaam_ini.php">Home</a></li>
</ul>
</div>
</header>

<div ="Cuerpo">

<div >
<table id="main" class="display" cellspacing="0" width="100%">
<thead>
<tr>
<th>ORF</th>
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<th>Common name</th>
<th>Annotations</th>
<th>Location</th>
</tr>
</thead>

</table>

<br><br>

<div id='contpdb'>

<div id="divpdb' style="margin-left:150px; margin-right:30px; height: 500px; width: 600px;

float: left; margin-bottom:20px'>
<script>
muestra_pdb(600,500);
</script>
</div>
<div id="optpdb' style="'padding: 10px; margin-top: 30px;'>
<l--  <a href="javascrip:;" onclick="muestra_pdb(500,500);">Larger</a> -->
<?php echo "<font face='Helvetica,Arial' size=3><a
href='pdb_larger.php?orf=Squest'>Larger</a></font>" ?>

<br><br>

<input type="button" value="Get PDB file" onclick="msg()">

<br>

<input type="button" value="Get PTM file" onclick="msg()">
</div>

<div id='Caja_texto'>
<b>Zoom the image:</b> Using scroll<br>
<b>Rotate:</b> Drag the molecule<br>
<b>Move:</b> Alt + Drag<br>

</div>
</div>
<table style="width:100%">
<tbody>
<tr>
<td id="secuencia" align=left></td>
<td>
<table id="Color" style="width:300" border="0" cellspacing="5" >
<tbody>
<tr>

<td class="Ca">Ca</td>
<td class="Glycosylation">Glycosylation </td>
<td class="Succinylation">Succinylation </td>
<ftr>
<tr>
<td class="Oxidation">Oxidation</td>
<td class="Lipidation">Lipidation</td>
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<td class="Acetylation">Acetylation </td>
</tr>
<tr>
<td class="Ubiquitination">Ubiquitination</td>
<td class="Nterminal">Nterminal</td>
<td class="ActiveSite">ActiveSite</td>
</tr>
<tr>

<td class="Phosphorylation">Phosphorylation </td>

<td class="Disulfide">Disulfide </td>
<td class="Nitration">Nitration</td>
</tr>
<tr>
<td class="Morethanone">Morethanone</td>
<td class="Methylation">Methylation </td>
<td class="Metal">Metal </td>
<ftr>
</tbody>
</table>
</td>
</tr>
</tbody>
</table>

<br><br><br>

<table id="mainres" class="display" cellspacing="0" width="100%">

<thead>
<tr>
<th>Residue</th>
<th>Position</th>
<th>Modification</th>
<th>pmid</th>
</tr>
</thead>
<tbody id="modificaciones">
</tbody>

<tfoot>
<tr>
<th>Residue</th>
<th>Position</th>
<th>Modification</th>
<th>pmid</th>
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</tr>
</tfoot>
</table>

</div>
<l--  <divid="pdb" align="right">
<script>
muestra_pdb();
</script>
</div> -->

<l-- InstanceEndEditable -->

</div>

<?php include("footer_yaam.php") ?>
</div>

</body>

<l-- InstanceEnd --></html>

add_yaam.php

<ldoctype html>
<html>
<head>
<meta charset="utf-8">
<title>Add a YAAM</title>
<link href="CSS/Index.css" rel="stylesheet" type="text/css">
<script src="https://ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/1.11.2/jquery.min.js"></script>
</head>
<script>
function Comprobar(obj){
if(obj.entradaorf.value=="" | | obj.entradapmid.value==""){
alert("ORF and pmid fields are mandatory");
return false;
lelse{
return true;

}

</script>

<div id="Contenedor">

<header onclick="Ilocation.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="header">
<div onclick="location.href='/YAAM/about_yaam.php';" id="ifc"></div>
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<divid="menu">
<ul>
<li><a href="/YAAM/about_yaam.php">About YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/add_yaam.php">Add a YAAM</a></li>
<li><a href="/YAAM/yaam_ini.php">Home</a></li>
</ul>
</div>
</header>

<div id="Cuerpo">
<div id="Caja_texto2">
<font color=#888><i>To add a new YAAM provide as much information as possible in the
fields bellow.<br>
Fields marked with an asterisk (*) are mandatory.</font></i><br><br>
<form id="add_yaam" method="POST" onsubmit="return Comprobar(this)"
action="send.php" enctype="text/plain" >
<table width="100%" border="0" align="center" cellspacing="5" cellpadding="5" >
<tr align="left">
<th>ORF*</th>
<th>Position</th>
<th>Residue</th>
<th>Yaam</th>
<th>pmid*</th>
</tr>
<tr align="Ileft">
<td><input id="entradaorf" name="entradaorf" type="text" size="20"></td>
<td><input id="entradaposition" name="entradaposition" type="text" size="4"></td>
<td><input id="entradaresidue" name="entradaresidue" type="text" size="1"></td>
<td>
<select id="entradacomoboyaam" name="entradacomboyaam" style="font-size:16px">
<option selected>Choose one option</option>
<option>Acetylation</option>
<option>Phosphorylation</option>
<option>Ubiquitination</option>
<option>Succinylation</option>
<option>Methylation</option>
<option>Glycosylation</option>
<option>Lipidation</option>
<option>ActiveSite</option>
<option>Nitration</option>
<option>Nterminal</option>
<option>Ca</option>
<option>Disulfide</option>
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<option>Metal</option>
<option>Oxidation</option>
</select></td>
<td><input id="entradapmid" name="entradapmid" type="text" size="12"></td>
</tr>
</table>
<div id="Caja_texto3"><b>Comments:</b><br>
<textarea id="comments" name="comments" rows="10" cols="100" style="font-
size:16px">
</textarea><br><br>
<b>Email:</b>&nbsp;&nbsp;<input type="email" name="emailaddress" size=40 style="font-
size:16px">
&nbsp;&nbsp;&nbsp;<input type="reset" value=" Clear
&nbsp;&nbsp;&nbsp;<input id="send" type="submit" value=" Submit ">
</div>
</form>
</div>
<br><br>
<?php include("footer_yaam.php") ?>
</div>
</html>

>

send.php

<?php
if(isset(S_GET['emailaddress'])) {

// Debes editar las proximas dos lineas de codigo de acuerdo con tus preferencias
Semail_to = "mail@correo.com.mx";
Semail_subject = "New YAAM";

// Aqui se deberian validar los datos ingresados por el usuario
if(lisset(S_GET['entradaorf']) | |
lisset(S_GET['entradapmid']) | |
lisset(S_GET['emailaddress'])) {

echo "<b>You must indicate ORF and pmid. </b><br />";
die();
}

Semail_message = "Details of the possible new yaam:\n\n";
Semail_message .= "ORF: " . $_GET['entradaorf'] . "\n";
Semail_message .= "Position: " . $_GET['entradaposition'] . "\n";
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Semail_message .= "Residue: " . $S_GET['entradaresidue'] . "\n";
Semail_message .= "PMID: " . $_GET['entradapmid'] . "\n";
Semail_message .= "Comments: " . S_GET['comments'] . "\n\n";

// Ahora se envia el e-mail usando la funcién mail() de PHP
Sheaders = 'From: '.5_GET['emailaddress']."\r\n".

'Reply-To: '.S_GET['emailaddress']."\r\n" .

'X-Mailer: PHP/' . phpversion();

if(mail(Semail_to, Semail_subject, Semail_message,Sheaders)){

echo "{El formulario se ha enviado con éxito ha!.Semail_to";
telsef{

echo "ERROR";

}

lelse{

echo "FAIL";

}

header("Location:add_yaam2.php");
>

search.php
<?php

Scolr=";
$k=0;
Sflag=0;
Sctl=0;

Scolour="";

if(isset(S_GET['busquedal'])){
Sbusqueda=utf8_decode($S_GET['busquedal']);
Sctl=1;

lelse if(isset(S_GET['busqueda2'])){
Sbusqueda=utf8_decode(S_GET['busqueda2']);
Sctl=0;

lelse if(isset(S_GET['busqueda3'])){
Sbusqueda=utf8_decode(S_GET['busqueda3']);
Sctl=2;

lelse if(isset(S_GET['busquedad'])){
Sbusqueda=utf8_decode(S_GET['busqueda4']);
Sctl=3;
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//Sbusqueda= utf8_decode('YPL268W');

Sbusqueda= str_replace("',"",Sbusqueda);

Sbusqueda = str_replace("","",Sbusqueda);

//Sbusqueda= str_replace("",",utf8_decode(""aminopeptidase"'));

Scon=mysqli_connect("localhost","user","password") or die("Failed to connect with
database!!!l");

mysqli_select_db( Scon,"proteinas");

// Squery2="select distinct idprot,ubicaciones,sequence,sequence_order,standard_name,header
from Protein as pro join Location as la on pro.idprot=la.proteina_idprot join Equivalences as e

// on pro.idprot=e.proteina_idprot where idprot='Sbusqueda' or e.alias='Sbusqueda';";

Sresult = mysqli_query(Scon,"select distinct
idprot,ubicaciones,sequence,sequence_order,pro.standard_name,header from Protein as pro left
outer join Location as la on pro.idprot=Ila.proteina_idprot left outer join Equivalences as e on
pro.idprot=e.proteina_idprot where pro.idprot='Sbusqueda’' or e.standard_name='Sbusqueda’ or
pro.aliases like '%Sbusqueda%';" );

Sgral = mysqli_query(Scon,"select distinct
idprot,ubicaciones,sequence,sequence_order,pro.standard_name,header from Protein as pro left
outer join Location as la on pro.idprot=Ila.proteina_idprot left outer join Equivalences as e on
pro.idprot=e.proteina_idprot where pro.idprot='Sbusqueda' or e.standard_name='Sbusqueda' or
pro.aliases like '%Sbusqueda%' or header like '%Sbusqueda%';" );

Squery="select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME="Acetylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Acetylation as ac

join Source as src on ac.source_id=src.id join Equivalences as e on
ac.proteina_idprot=e.proteina_idprot where ac.proteina_idprot='Sbusqueda’ or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Phosphorylation' and TABLE_SCHEMA='proteinas') as tn join
Phosphorylation as fs
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join Source as src on fs.source_id=src.id join Equivalences as e on
fs.proteina_idprot=e.proteina_idprot where fs.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME="'Glycosylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Glycosylation as
gl

join Source as src on gl.source_id=src.id join Equivalences as e on
gl.proteina_idprot=e.proteina_idprot where gl.proteina_idprot='Sbusqueda’ or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Lipidation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Lipidation as Ip

join Source as src on Ip.source_id=src.id join Equivalences as e on
Ip.proteina_idprot=e.proteina_idprot where Ip.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’'

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Succinylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Succinylation as
sC

join Source as src on sc.source_id=src.id join Equivalences as e on
sc.proteina_idprot=e.proteina_idprot where sc.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Ubiquitination' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Ubiquitination
as ub

join Source as src on ub.source_id=src.id join Equivalences as e on
ub.proteina_idprot=e.proteina_idprot where ub.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Methylation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Methylation as
mt

join Source as src on mt.source_id=src.id join Equivalences as e on
mt.proteina_idprot=e.proteina_idprot where mt.proteina_idprot='Sbusqueda’' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

207



select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Oxidation' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Oxidation as ox

join Source as src on ox.source_id=src.id join Equivalences as e on
ox.proteina_idprot=e.proteina_idprot where ox.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Ca' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Ca as cb

join Source as src on cb.source_id=src.id join Equivalences as e on
cb.proteina_idprot=e.proteina_idprot where cb.proteina_idprot='Sbusqueda’ or
e.standard_name='Sbusqueda’'

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME='Metal' and TABLE_SCHEMA='proteinas') as tn join Metal as mb

join Source as src on mb.source_id=src.id join Equivalences as e on
mb.proteina_idprot=e.proteina_idprot where mb.proteina_idprot='Sbusqueda’ or
e.standard_name='Sbusqueda’'

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME='Nterminal' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Nterminal as at

join Source as src on at.source_id=src.id join Equivalences as e on
at.proteina_idprot=e.proteina_idprot where at.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_ NAME="'Nitration' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Nitration as nt

join Source as src on nt.source_id=src.id join Equivalences as e on
nt.proteina_idprot=e.proteina_idprot where nt.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_ NAME from (select TABLE_ NAME from
information_schema.TABLES

where TABLE_NAME="ActiveSite' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join ActiveSite as acs

join Source as src on acs.source_id=src.id join Equivalences as e on
acs.proteina_idprot=e.proteina_idprot where acs.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda’

union

select residuo,posicion,pmid,fuente, TABLE_NAME from (select TABLE_NAME from
information_schema.TABLES
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where TABLE_ NAME='Disulfide' and TABLE_SCHEMA="proteinas') as tn join Disulfide as db

join Source as src on db.source_id=src.id join Equivalences as e on
db.proteina_idprot=e.proteina_idprot where db.proteina_idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda' order by posicion;";

Ssth = mysqli_query(Scon,Squery);
//Ssth1= mysqli_query(Scon,Squery?2);

Srows = array();
Sdata = array();
Sdata2=array();

if(Sctl === 1){
if(mysqgli_num_rows(Sresult)){

while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Sresult)) {
Stemp = array();

Stemp = array('systematic_name' => (string)
utf8_encode(Sr['idprot']),'location'=>(string)utf8_encode(Sr['ubicaciones']),'sequence'=>(string)utf
8 encode(Sr['sequence']),'sequence_order'=>(string)utf8_encode(Sr['sequence_order']),'standard
_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name']),'header'=>(string)utf8_encode(substr(Sr['hea
der'],0,-1)));

array_push(Srows,Stemp);

//si la proteina no tiene localizacion
lelse{

Sresult = mysqli_query(Scon,"select distinct
idprot,sequence,sequence_order,pro.standard_name,header from Protein as pro join
Equivalences as e on pro.idprot=e.proteina_idprot where pro.idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda';");

//si no se encuentra la proteina se busca en el header

if(mysqli_num_rows(Sresult) === 0){

Sresult = mysqli_query(Scon,"select idprot, standard_name,header from Protein where
header like '%Sbusqueda%"');

Srows = array();

while(Sr= mysqli_fetch_assoc(Sresult)){
Stemp = array();
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Stemp = array('systematic_name' => (string)

utf8_encode(Sr['idprot']),'common_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name']),'header'=>(

string)utf8_encode(Sr['header']));
array_push(Srows,Stemp);

!
Sflag=1;
lelse{
while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Sresult)) {

Stemp = array();

Stemp = array('systematic_name' => (string)

utf8_encode(Sr['idprot']),'sequence'=>(string)utf8_encode(Sr['sequence']),'sequence_order'=>(stri
ng)utf8_encode(Sr['sequence_order']),'standard_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name'

1),'header'=>(string)utf8_encode(Sr['header']));
array_push(Srows,Stemp);

}

!
lelse if(Sctl ===0){

//Llenado de arreglo rows
while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Ssth)) {

Stemp = array();
if(Sr['pmid']){

Stemp = array('residue’ => (string)utf8_encode(Sr['residuo']),'position’
=>(int)Sr['posicion'],'pmid' => (int)$r['pmid'],'modification’
=>(string)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

lelse{

Stemp = array('residue' => (string)utf8_encode(Sr['residuo']),'position’
=>(int)Sr['posicion'],'pmid' => (string)utf8_encode('uniprot.org'),'modification
=>(string)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

}

array_push(Srows,Stemp);

}

//concatena pmid
for($s=0;Ss<count(Srows);Ss++){
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if(Ss>0){
if(Srows[$s]['position']===Srows[$s-1]['position'] && Srows[Ss]['modification']===Srows[Ss-
1]['modification']){
Srows[Ss]['pmid']=Srows[Ss]['pmid'].",".Srows[Ss-1]['pmid'];
array_splice(Srows, $s-1,1);
$s-=1;
!
}
}

//concatena modificaciones
for($s=0;Ss<count(Srows);Ss++){
if(Ss>0){
if(Srows[$s]['position']===Srows[$s-1]['position'] && Srows[Ss]['modification']!==Srows[S$s-
1]['modification']){
Srows[Ss]['modification']=" ".Srows[Ss]['modification'].",".Srows[Ss-1]['modification'];
Srows[Ss]['pmid']=Srows[Ss]['pmid'].",".Srows[Ss-1]['pmid'];
array_splice(Srows, $s-1,1);
$s-=1;
}
}
}

//elimina valores repetidos de pmid y modificaciones
for(Si=0; Si<count(Srows); Si++){
Spmids=explode(',',Srows[Si]['pmid']);
Smodifs=explode(',',Srows[Si]['modification']);

Srows[Si]['pmid']=implode(",",array_unique(Spmids));
Srows[Si]['modification']=implode(",",array_unique(Smodifs));

}

lelse if(Sctl===2){

//Llenado de arreglo rows
while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Ssth)) {

Stemp = array();
if(Sr['pmid']){

Stemp = array('residue' => (string)utf8_encode(Sr['residuo']),'position’
=>(int)$r['posicion'],'pmid' => (int)Sr['pmid'],'modification'
=>(string)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

lelse{
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Stemp = array('residue' => (string)utf8_encode(Sr['residuo']),'position’
=>(int)Sr['posicion'],'pmid' => (string)utf8_encode('uniprot.org'),'modification’
=>(string)utf8_encode(Sr['TABLE_NAME']));

}

array_push(Srows,Stemp);

}

//concatena pmid
for($s=0;Ss<count(Srows);Ss++){
if(Ss>0){
if(Srows[Ss]['position']===Srows[$s-1]['position'] && Srows[$s]['modification']===Srows[Ss-
1]['modification']){
Srows[Ss]['pmid']=Srows[Ss]['pmid'].",".Srows[Ss-1]['pmid'];
array_splice(Srows, $s-1,1);
$s-=1;
}
}
}

//concatena modificaciones
for($s=0;$s<count(Srows);Ss++){
if(Ss>0){
if(Srows[Ss]['position']===Srows[$s-1]['position'] && Srows[Ss]['modification']!==Srows[Ss-
1]['modification']){
Srows[Ss]['modification']="".Srows[$s]['modification'].",".Srows[$s-1]['modification'];
Srows[Ss]['pmid']=Srows[Ss]['pmid'].",".Srows[Ss-1]['pmid'];
array_splice(Srows, $s-1,1);
$s-=1;
!
}
!

//elimina valores repetidos de pmid y modificaciones
for($i=0; Si<count(Srows); Si++){
Spmids=explode(',',Srows[Si]['pmid']);
Smodifs=explode(',',Srows[Si]['modification']);

Srows[Si]['pmid']=implode(",",array_unique(Spmids));

Srows[Si]['modification']=implode(",",array_unique(Smodifs));

}

for(Sk=0;Sk<count(Srows);Sk++){

switch(Srows[Sk]['modification']){
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case "Acetylation™:
Scolour="#FBBA0O";
break;

case "Phosphorylation":
Scolour="#D00A10";
break;

case "Ca™:
Scolour="#66FFFF";
break;

case "Disulfide":
Scolour="#BE2E46";
break;

case "Glycosylation":
Scolour="#95039F";
break;

case "Lipidation":
Scolour="#ADE415";
break;

case "Metal™
Scolour="#66B7EE";
break;

case "Methylation":
Scolour="#6456FD";
break;

case "Oxidation":
Scolour="#06974A";
break;

case "Succinylation":
Scolour="#F4667C";
break;

case "Ubiquitination":
Scolour="#9900EE";
break;

case "Nterminal":
Scolour="#ED22C8";
break;

case "Nitration":
Scolour="#1502B8";
break;

case "ActiveSite":
Scolour="#515151";
break;

default:
Scolour="#775533";
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break;

Srows[Sk]['modification']="<span style='color:Scolour'>".Srows[Sk]['modification']."<span>";

}
Jelse if($ctl===3){
if(mysqli_num_rows($gral)){
while($r = mysqli_fetch_assoc($gral)) {
Stemp = array();

Stemp = array('systematic_name' => (string)
utf8_encode(Sr['idprot']),'common_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name']),'location'=
>(string)utf8_encode(Sr['ubicaciones']));

array_push(Srows,Stemp);

//si la proteina no tiene localizacion
lelse{

Sgral = mysqli_query(Scon,"select distinct
idprot,sequence,sequence_order,pro.standard_name,header from Protein as pro left outer join
Equivalences as e on pro.idprot=e.proteina_idprot where pro.idprot='Sbusqueda' or
e.standard_name='Sbusqueda';");

//si no se encuentra la proteina se busca en el header

if(mysqli_num_rows($gral) === 0){

Sgral = mysqli_query(Scon,"select idprot, standard_name,header,ubicaciones from Protein
as p left outer join Location as | on p.idprot=I.proteina_idprot where header like '%Sbusqueda%"");
Srows = array();

while(Sr= mysqli_fetch_assoc(Sgral)){

Stemp = array();

Stemp = array('systematic_name' => (string)
utf8_encode(Sr['idprot']),'common_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name']),'location'=
>(string)utf8_encode(Sr['ubicaciones']));

array_push(Srows,Stemp);

}
Sflag=1;

lelse{
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// echo "AQUI";
while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Sgral)) {

Stemp = array();

Stemp = array('systematic_name' => (string)
utf8_encode(Sr['idprot']),'common_name'=>(string)utf8_encode(Sr['standard_name']),'location'=
>|I|| ;

array_push(Srows,Stemp);

Sdata['data']=Srows;

if(lempty(Srows)){
if($flag === 0){
echo SjsonTable= json_encode(Sdata);
SjsonTableh ="";
lelse{
echo SjsonTableh=json_encode(Sdata);

SjsonTable ="";
}

lelse{
echo SjsonTable= json_encode(Sdata2);

}
mysqli_close(Scon);

>

Localization.php
<?php

Slocations= urldecode($S_GET['location']);
Smodifications = urldecode($_GET['modification']);
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Sresidue=S_GET['residue'];

Slocations=stripslashes(Slocations);
Smodifications=stripslashes(Smodifications);

Slocations=json_decode(Slocations,true);
Smodifications=json_decode(Smodifications,true);

Scon=mysqli_connect("localhost","user","password") or die("Failed to connect with
database!!!l");

mysqli_select_db( Scon,"proteinas");

Slongmod = count(Smodifications);
Slongloc = count(Slocations);

switch(Slongmod){
case O:
Squery=onlyLoc(Slongloc,Slocations);
break;
case 1:
if(Slongloc ===0){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot left outer join Location as | on
a.proteina_idprot=I.proteina_idprot";
lelseif(Slongloc ===1){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join Location as | on
a.proteina_idprot=I.proteina_idprot where "
. "ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,5locations[0]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[0],%"";
lelseif(Slongloc === 2){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join Location as | on
a.proteina_idprot=I.proteina_idprot where "
. "ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%' or ubicaciones
like '%,Slocations[0]%' or "
. "ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1],%"";
lelseif(Slongloc === 3){
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Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join Location as | on
a.proteina_idprot=I.proteina_idprot where "
. "ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%' or ubicaciones
like 'Slocations[2]%' or "
. "ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[2]%' or "
. "ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones like '%,Slocations[1],%' or
ubicaciones like '%,Slocations[2],%"";
}
break;
case 2:
if(Slongloc===0){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot left outer join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where
a.residuo=b.residuo and a.posicion=b.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot left outer join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot";
1
lelseif(Slongloc===1){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%""
. " or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' and a.residuo=b.residuo and
a.posicion=b.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
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. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%""
. " or ubicaciones like '%,Slocations[0],%"";
}
lelseif(Slongloc===2) {
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%""
. " or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like
'%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones"
. " like '%,Slocations[1],%' and a.residuo=b.residuo and
a.posicion=b.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%""
. " or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like
'%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones"
. " like '%,Slocations[1],%"";

1
lelseif(Slongloc===3){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%""
. " ubicaciones like 'Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like"
. " '%,Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones
like '%,Slocations[1],%' or ubicaciones like '%,Slocations[2],%""
. "and a.residuo=b.residuo and a.posicion=b.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
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. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join"
. " Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot where ubicaciones
like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like 'Slocations[1]%""
. " ubicaciones like 'Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like"
. " '%,Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones
like '%,Slocations[1],%' or ubicaciones like '%,Slocations[2],%'";
}
}
break;
case 3:
if(Slongloc===0){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. "Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot left outer
join Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot"
. " where a.residuo=b.residuo and b.residuo=c.residuo and
a.posicion=b.posicion and b.posicion=c.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. "Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot left outer
join Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot";
}
lelseif(Slongloc===1){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. "Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot "
. "where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
' %Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%
. "and a.residuo=b.residuo and b.residuo=c.residuo and
a.posicion=b.posicion and b.posicion=c.posicion";
lelse{
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Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. "Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot "
. "where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
' %Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%"";
}
lelseif(Slongloc===2){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. " Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. " Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot "
. " where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
'Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones"
. " like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1],%' and a.residuo=b.residuo and"
. " b.residuo=c.residuo and a.posicion=b.posicion and
b.posicion=c.posicion";
lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. " Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. " Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot "
. " where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
'Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones"
. " like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1],%"";
}
lelseif(Slongloc===3){
if(Sresidue==="yes"){
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. " Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "
. " Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=I.proteina_idprot "
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. " where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
'Slocations[1]%' or ubicaciones like 'Slocations[2]%' or ubicaciones"

. " like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%""

. " or ubicaciones '%,Slocations[1],%' or ubicaciones like '%,Slocations[2],%'
and a.residuo=b.residuo and b.residuo=c.residuo"

. " and a.posicion=Db.posicion and b.posicion=c.posicion";

lelse{
Squery="select distinct a.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,

ubicaciones from Protein as p join "

. " Smodifications[0] as a on p.idprot=a.proteina_idprot join
Smodifications[1] as b on a.proteina_idprot=b.proteina_idprot join "

. " Smodifications[2] as c on b.proteina_idprot=c.proteina_idprot join
Location as | on b.proteina_idprot=Il.proteina_idprot "

. " where ubicaciones like 'Slocations[0]%' or ubicaciones like
'Slocations[1]%' or ubicaciones like 'Slocations[2]%' or ubicaciones"

. " like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%""

. " or ubicaciones '%,Slocations[1],%' or ubicaciones like
'%,Slocations[2],%"";

!

}
break;

function onlyLoc(Slongloc,Slocations){
switch(Slongloc){
case 1:
Squery="select distinct l.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Location as | on p.idprot=I.proteina_idprot where ubicaciones like 'Slocations[0]%
or ubicaciones like "
. "'%,Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0],%"";
break;
case 2:
Squery="select distinct |.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Location as | on p.idprot=I.proteina_idprot where ubicaciones like 'Slocations[0]%
or ubicaciones like 'Slocations[1]%""
. "or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or
ubicaciones like '%Slocations[0]%' or ubicaciones like '%,Slocations[1],%"";
break;
case 3:
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Squery="select distinct |.proteina_idprot as orf, p.standard_name as common,
ubicaciones from Protein as p join "
. "Location as | on p.idprot=I.proteina_idprot where ubicaciones like 'Slocations[0]%'
or ubicaciones like 'Slocations[1]%" "
. "or ubicaciones like 'Slocations[2]%' or ubicaciones like '%,Slocations[0]%' or
ubicaciones like '%,Slocations[1]%' or ubicaciones like '%,Slocations[2]%""
. "or ubicaciones like '%,Slocations[0],%' or ubicaciones like '%,Slocations[1],%" or
ubicaciones like '%,Slocations[2],%"";
break;

}

return Squery;

}

//Squery="select |.proteina_idprot as orf,p.standard_name as common from Location as | join
Protein as p on l.proteina_idprot=p.idprot where ubicaciones like '%Slocation%';";

Ssth = mysqli_query(Scon,Squery);
Srows = array();
Sdata=array();
while(Sr = mysqli_fetch_assoc(Ssth)) {
Stemp = array();
Stemp = array('systematic_name' => (string) utf8_encode(Sr['orf']),'common_name' =>

(string)utf8_encode(Sr['common']),'location' => (string)utf8_encode(Sr['ubicaciones']));

array_push(Srows,Stemp);

Sdata['data']=Srows;
SjsonTable= json_encode(Sdata);

echo SjsonTable;
mysqli_close(Scon);

?>
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