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RESUMEN

Titulo: HERRAMIENTA SOFTWARE PARA EL ANALISIS E IDENTIFICACION DE
PROTEINAS MEDIANTE IMAGENES DE ELECTROFORESIS EN 2D.*

Autores: Cristian Camilo Pefia Alvarez, Luzby Stiwenson Lépez Amado. **

Palabras Clave: Bases De Datos Biolégicas, Bioinformatica, Imagenes De Electroforesis 2D,

Protedmica.

Descripcion: La electroforesis en 2D, es un proceso experimental importante para la
identificacion de proteinas. Raze2D es una herramienta software capaz de realizar una
interpretacion de imagenes de electroforesis 2D, y hacer un andlisis predictivo de las proteinas
presentes en dicha imagen. Esto se hace a través de la generacion de valores cuantificados de
cercania en los valores de punto isoeléctrico y masa molecular entre los ‘spots’ presentes en el
gel, y comparados con los valores almacenados en una base de datos internacional (SWISS
2D-PAGE), que ha sido replicada dentro de las instalaciones de la Universidad Industrial de
Santander. Esta herramienta, disefiada y generada en base a las necesidades particulares del
Grupo de Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de Proteinas de la Universidad Industrial de
Santander, se constituye como una herramienta de caracter educativo y libre; que permite
apoyar el proceso de identificacion de nuevas proteinas. El proyecto ha sido dividido en 3
fases: la primera fase, encaminada a la replicacién de la base de datos SWISS 2D-PAGE; y
siguiendo las especificaciones metodolégicas planteadas bajo el modelo de prototipado
evolutivo, las fases dos y tres corresponden al desarrollo de los prototipos de la aplicacion,
teniendo en cuenta los requerimientos generados con la experiencia de los expertos al usar la

herramienta.

* Proyecto de Grado.

** Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas. Escuela de Ingenieria de Sistemas e Informatica.

Director: MPE. Henry Argiello Fuentes. Codirector: Dr. Rodrigo Torres Saez.



ABSTRACT

Title: SOFTWARE TOOL FOR ANALYSIS AND IDENTIFICATION OF PROTEIN FROM 2D
ELECTROPHORESIS IMAGES

Authors: Cristian Camilo Pefia Alvarez, Luzby Stiwenson Lépez Amado.
Keywords: biological databases, Bioinformatics, 2D electrophoresis images, Proteomics.

Description: The 2D electrophoresis is an experimental process for the identification of proteins.
Raze2D is a software tool capable of performing an interpretation of 2D electrophoresis images,
and a predictive analysis of proteins present in the image. This is done through the generation
of quantified values of closeness in the values of isoelectric point and molecular mass between
the 'spots' in the gel, and compared with the values stored in an international database (SWISS
2D-PAGE), which has been replicated within the premises of the Industrial University of
Santander. This tool, designed and produced based on the particular needs of the Grupo de
Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de Proteinas of the Universidad Industrial de
Santander, was established as an educational and free-software tool, which support the
process of identification of new proteins. The project has been divided into 3 phases: the first
aimed at the replication of the database SWISS 2D-PAGE, and following the methodological set
under the evolutionary prototyping model; the phases two and three relate to the prototypes
aplication development, taking into account the requirements generated by the experience of

experts when using the tool.

* Proyecto de Grado.

** Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas. Escuela de Ingenieria de Sistemas e Informatica.

Director: MPE. Henry Arglello Fuentes. Codirector: Dr. Rodrigo Torres Saez.



GLOSARIO

2D-PAGE: (PAGE: PolyAcrilamide Gel Elctrophoresis) Electroforesis en gel de

poliacrilamida en dos dimensiones.

BSD: Son las iniciales de Berkeley Software Distribution (en espafol,
Distribucion de Software Berkeley) y se utiliza para identificar un sistema
operativo derivado del sistema Unix nacido a partir de los aportes realizados a

ese sistema por la Universidad de California en Berkeley.

Bytecode: El bytecode es un cddigo intermedio mas abstracto que el cédigo
maquina. Los programas en bytecode son interpretados por la maquina virtual
dado que es analogo a un ordenador. Su ventaja es su portabilidad.

GNU GPL: Licencia publica general de GNU. Es una licencia creada por la

Free Software Foundation, orientada principalmente a proteger la libre
distribucion, modificacién y uso de software.

Licencia BSD: Es la licencia de software otorgada principalmente para los
sistemas BSD (Berkeley Software Distribution). Pertenece al grupo de licencias
de software libre. Esta licencia tiene menos restricciones en comparacion con
otras como la GPL estando muy cercana al dominio publico. La licencia BSD all

contrario que la GPL permite el uso del codigo fuente en software no libre.

PH: Potencial de Hidrogeno. Es una medida de acidez o basicidad de una
solucién. Es la concentracion de aniones y cationes de Hidrogeno presente en

una sustancia.

Protedmica: Se define como el uso de técnicas para obtener medidas
cuantitativas del nivel de proteinas para valorar la expresién génica a nivel

celular.



Punto Isoeléctrico: Es el PH al que una sustancia tiene carga neta cero.

UNIX: Sistema operativo portable, multitarea y multiusuario.



INTRODUCCION

Debido a la necesidad de organizar, analizar y distribuir informacion biolégica,
los bidlogos y bioguimicos son los primeros en hacer un acercamiento a la
tecnologia computacional (bioinformatica y biocomputacion) como elemento

fundamental para su trabajo diario.

La tecnologia proporciona un elemento tedrico y las herramientas practicas,
para que los cientificos puedan explorar por ejemplo las proteinas y el DNA™.
Las proteinas son moléculas compuestas por numerosos residuos
denominados aminoacidos. Durante los ultimos 20 afios se ha determinado que
muchas proteinas de diverso origen con una funcion similar, también tienen
secuencias similares de aminoacidos. Asi, existen las secuencias
correspondientes del DNA que son similares aunque la proteina bajo analisis
ocurre en diversas especies tales como ratones y seres humanos. Asi mismo,
se han buscado diferencias y semejanzas en el nivel del DNA entre un ratén y

un ser humano para muchas secuencias similares.

Desde el principio de los afios 90, un gran numero de laboratorios han estado
analizando el genoma completo de varias especies tales como bacterias,
levaduras, ratones y seres humanos. Durante estos esfuerzos de colaboracién,
se han generado cantidades grandes de datos los cuales se recogen y se
almacenan en bases de datos biolégicas, la mayoria de las cuales son
publicadas y accesibles como la SWISS 2D-PAGE?.

1 « . - . . . ., L.
Acido desoxirribonucleico, contiene la informacion genética usada en el desarrollo y el
funcionamiento de los organismos vivos conocidos y de algunos virus, siendo el responsable

de su transmisiéon hereditaria.

2 SWISS 2D-Page contiene datos de proteinas identificadas en mapas de electroforesis en

geles de poliacrilamida de 1Dy 2D.  http://us.expasy.org/ch2d/



Ademas de recopilar todos estos datos, es necesario comparar los hallazgos y
determinar las semejanzas y las diferencias en cada individuo. Las proteinas,
como cadenas de aminoacidos, son importantes ya que cumplen una labor en
los seres vivos y son las biomoléculas méas versétiles y mas diversas. Realizan
una enorme cantidad de funciones diferentes, entre las que destacan la
estructural, la reguladora, transportadora, defensiva, enzimatica o contractil.
Los Investigadores y estudiantes de bioquimica son conscientes de estos
hechos y reconocen la importancia del estudio y la identificacion de nuevas
proteinas, a través de sus procesos experimentales (Electroforesis 2D,

Espectrometria de masas, etc.).

El presente proyecto presenta una herramienta de cOmputo educativa para la
comunidad de la escuela de Quimica, capaz de realizar el andlisis e
identificacion de proteinas generadas por la técnica de separacién denominada
Electroforesis 2D a través de las imagenes producidas en el laboratorio, y la
busqueda de semejanzas entre las proteinas generadas en estos
procedimientos y las almacenadas en Bases de datos bioldégicas mundialmente
reconocidas, a través de valores cuantificados.

Se presenta al lector el planteamiento del problema, junto con los objetivos del
proyecto (Capitulos 1 y 2), para proseguir con la fundamentacion teérica de la
electroforesis (Capitulo 3), mostrado en paralelo con el desarrollo de la

herramienta.

En el capitulo 4 se introduce el uso de las imagenes de electroforesis 2D y la
interpretaciéon de dichas imagenes con la herramienta Raze2D. De igual
manera, se relaciona la herramienta con las bases de datos biol6gicas
(Capitulo 5), exponiendo las mas representativas para la comunidad cientifica
internacional, y en los anexos C y D, se profundiza en la generacién de la base

de datos y en la instalacion de la herramienta utilizada para tal fin.



El capitulo 6 se centra en las cualidades de la herramienta, asi como en la
presentacién de los algoritmos implementados como pilar del funcionamiento
de Raze2D y el manual de uso de la herramienta. El anexo E hace relacién con

el manual de instalacién de la herramienta.

El capitulo 7 hace mencion a la metodologia utilizada en el desarrollo de la
herramienta, las pruebas realizadas a la herramienta y la interpretacion de los
resultados obtenidos de dichas pruebas, que se han de presentar mas
explicitamente en el anexo A. El anexo B presenta los diagramas y la
presentacion de los casos de uso tenidos en cuenta en el desarrollo de
Raze2D. De igual manera el anexo F muestra la evaluacién de la satisfaccion
del usuario final de la herramienta, como muestra de la finalizacion del proceso

de disefio y elaboracion de la herramienta.

Por ultimo, el capitulo 8 presenta las conclusiones generadas con el desarrollo
del proyecto aqui presentado, y el capitulo 9 menciona las recomendaciones
gue se presentan al proyecto, destinadas a la continuidad del mismo y a futuras

mejoras e implementaciones.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar y construir una herramienta computacional que apoye el proceso de
identificacion de proteinas mediante la interpretacion y el andlisis de imagenes
de electroforesis 2D, y que responda a las necesidades particulares de la

Escuela de Quimica de la Universidad Industrial de Santander.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Generar una base de datos que contenga la informacién de las proteinas
segun el estandar generado por el SIB (base de datos SWISS 2D-

PAGE?), codificada en archivos de texto plano.

e Disefiar un algoritmo basado en imagenes de electroforesis 2D que
permita establecer el porcentaje de similitud de las proteinas existentes
en la base de datos (SWISS 2D-PAGE) con las encontradas en dichas

imagenes.

e Disefiar y desarrollar un software de caracter educativo, libre y portable,
capaz de interpretar imagenes de electroforesis 2D proporcionadas por
el usuario, y generar un valor que permita diferenciar y cuantificar la

cercania de los valores estimados a los valores encontrados de las

3 Swiss 2D-Page contiene datos de proteinas identificadas en mapas de electroforesis

en geles de poliacrilamida de 1Dy 2D.  http://lus.expasy.org/ch2d/
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proteinas existentes en la base de datos (SWISS 2D-PAGE) a través de
un algoritmo y de esta manera constituirse como una herramienta

efectiva para la identificacion de proteinas nuevas.

e Verificar el funcionamiento de la herramienta desarrollada mediante la
comprobacién de la precision en los datos encontrados, utilizando como
fuente los datos existentes en la base de datos (SWISS 2D-PAGE) y con
la supervision de expertos de la Escuela de Quimica Pura de la

Universidad Industrial De Santander.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. ANTECEDENTES

El Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB, por sus siglas en inglés), es una
fundacion académica y sin &nimo de lucro, establecida el 30 de Marzo de 1998,
cuya mision es promover la investigacion, el desarrollo de bancos de datos y
tecnologias computacionales, y estar involucrada con actividades de
enseflanza y servicios en el area de la bioinformatica en Suiza, con

colaboraciones internacionales [www.wikipedia.org].

Este instituto mantiene numerosas bases de datos biolégicas®, entre las que se
encuentran la SWISS-PROT, el servidor Expasy que esta dedicado al estudio
de secuencias y estructuras de proteinas, y la SWISS 2D-PAGE, utilizadas

ampliamente alrededor del mundo por investigadores del &rea de bioquimica.

El grupo de Investigacion en Ingenieria Biomédica — GlIB de la UIS, fundado en
1992, ha presentado una larga trayectoria en la generacion de conocimiento
mediante investigaciones relacionadas con la Ingenieria Biomédica, aunque ha
incrementado sus esfuerzos en el desarrollo de investigaciones en otras areas
de conocimiento, como son el tratamiento digital de imagenes, sefales, redes
computacionales, supercomputacion, y desarrollo de herramientas para

dispositivos moviles.

4 Swiss-Prot, Prosite, EPD, Swiss-2Dpage, Human Chromosome 21, TrEST, TrGen,

AGBD, Hits, Swiss Model Repository, GermOnline
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Fruto de este esfuerzo, aparecen trabajos interdisciplinarios entre este grupo
de investigacion y otros grupos reconocidos, tales como el grupo de
Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de Proteinas, dirigido por el Dr.
Rodrigo Torres Séez, reconocido investigador en este campo, quien ha
manifestado su interés en el estudio de enfermedades tropicales, como la

leishmaniasis, y el estudio de proteinas relacionadas con dichas enfermedades.

Para la identificacién de proteinas, se han desarrollado en el mundo algunas
herramientas computacionales capaces de hacer interpretaciones de imagenes
de electroforesis, que se limitan Unicamente a las imagenes sin establecer
relaciones entre los datos hallados y los almacenados en las bases de datos

biolégicas, ademas, las licencias de uso de este tipo de software son costosas.

En la actualidad no se conoce de ninguna herramienta capaz de hacer el
proceso de interpretacion de las imagenes, integrado con la consulta a las
bases de datos para identificar proteinas nuevas, y mucho menos la
generacidon de valores cuantificados para medir la cercania de las proteinas

encontradas en el andlisis con las proteinas identificadas en dichas imagenes.

2.2. JUSTIFICACION

El SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) a través de sus nacientes estandares
establece los mecanismos para el almacenamiento de la informacién de las
proteinas en una base de datos a partir de archivos de texto plano (SWISS 2D-
PAGE). La identificacién de nuevas proteinas se hace en primera instancia a
traves del estudio de las imagenes generadas en los procesos de
electroforesis, y las herramientas computacionales que permiten hacer este tipo
de procesos son de caracter privativo y tienen unos costos elevados por sus

licencias de uso.



Se reconoce la necesidad de una herramienta de caracter educativo, libre y
personalizado, que permita a los estudiantes e investigadores de la escuela de
Quimica de la Universidad Industrial de Santander el analisis de las imagenes
producidas en los laboratorios, y asi identificar las proteinas encontradas en
dichos procesos, al igual que el analisis de los resultados obtenidos teniendo
como punto de referencia la informacién de la base de datos(SWISS 2D-PAGE)
para asigenerar un porcentaje de similitud, y poder identificar si corresponden
a proteinas nuevas.



3. ELECTROFORESIS

3.1. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

La electroforesis es una técnica para la separaciéon de mezclas complejas
(proteinas o &cidos nucleicos) segun la movilidad de estas en un campo
eléctrico a través de una matriz porosa, la cual finalmente las separa por
tamafios moleculares y carga eléctrica, dependiendo de la técnica que se use.
Los &cidos nucleicos ya disponen de una carga eléctrica negativa, que los
dirigira al polo positivo, mientras que las proteinas se cargan con sustancias
como el SDS (detergente) que incorpora cargas negativas de una manera
dependiente del peso molecular. Para la separacion se usa un gel de agarosa o
poliacrilamida (fibras cruzadas, como una malla). Al poner la mezcla de
moléculas y aplicar un campo eléctrico, éstas se moveran y deberan ir pasando
por la malla, por la que las pequefias se moveran mejor, mas rapidamente. Asi,
las mas pequefias avanzaran mas y las mas grandes quedaran cerca del lugar

de partida

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida, comunmente
denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel
electrophoresis') es sin duda alguna una de las técnicas mas ampliamente
usadas para caracterizar mezclas complejas de proteinas. Es un método
conveniente, rapido y economico a nivel de muestra pues se requieren soélo
cantidades del orden de microgramos de proteina. La separacion de cadenas

de aminoacidos es una de las muchas aplicaciones de la electroforesis.

Existen dos tipos de electroforesis: SDS-PAGE vy electroforesis 2D

(Bidimensional).



3.2. SDS-PAGE

SDS es un detergente de accién desnaturalizante® (ver FIGURA 1), que se une
a las cadenas de aminoacidos que forman la proteina desnaturalizadas con
una relacibon de 1.4 g de SDS por gramo de proteina, uniéndose
aproximadamente una molécula de SDS por cada dos aminoacidos de la
cadena. Esta union masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la
molécula de proteina y le confiere al complejo una carga neta negativa
proporcional a su masa, haciendo que todas las proteinas acomplejadas con
SDS viajen hacia el anodo. La separaciéon de los complejos SDS-proteina es
proporcional sélo a la masa de la proteina pues todas tienen la misma carga
por unidad de masa. Se puede entonces determinar el peso molecular aparente
de cualquier proteina por comparacion con un patron de proteinas de pesos
moleculares conocidos. Las movilidades de las proteinas en los geles de SDS-

PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso molecular.

SDS-PAGE es una técnica molecular de biologia que se usa para separar las
proteinas segln su masa molecular. Las proteinas que se analizaran primero
se mezclan con un SDS (Detergente) que separa la estructura secundaria de la
proteina y aplica una carga negativa a cada proteina en proporcion a su masa
molecular. Sin el detergente (SDS), diversas proteinas con los pesos
moleculares similares no emigrarian igual. La adicion del SDS soluciona este
problema y revela la proteina, dando una carga negativa uniforme cercana a lo

largo de la longitud del polipéptido®.

5 . . . z.
Desnaturalizante: que separa la estructura terciaria de la proteina resultando en cadenas de

aminoacidos (estructura secundaria).

6 Polipéptido son un tipo de moléculas formadas por cadenas lineales de aminoéacidos.
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FIGURA 1. Efecto del SDS sobre la estructura de la proteina.

3.3. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Le electroforesis bidimensional (2D) se basa en separar las proteinas de una
mezcla segun dos propiedades moleculares, una en cada dimensién. El
procedimiento mas usado se basa en la separacion en una primera dimension
mediante isoelectroenfoque (segln su punto isoeléctrico) y una segunda
dimension segun el peso molecular mediante electroforesis en poliacrilamida-
SDS.

Este procedimiento se lleva a cabo fase por fase en geles porosos especiales
con caracteristicas muy particulares, que permiten la movilidad de las
sustancias a través del gel, mediante la aplicacion del SDS o el campo eléctrico

segun sea el caso.
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3.3.1. PUNTO ISOELECTRICO

El punto isoeléctrico es el pH al que una sustancia anfétera’ (en este caso,
proteinas) tiene carga neta cero. A este valor de pH la solubilidad de la

sustancia es casi nula.

Las moléculas complejas, tales como las proteinas, se combinan con los iones
hidrégeno y con otros iones presentes en la disolucion, dando lugar a la carga
neta de la molécula. A la concentracion de iones hidrégeno, o al pH, para el
cual la concentracion del ion hibrido de una proteina es maxima y el
movimiento neto de las moléculas de soluto en un campo eléctrico es

practicamente nulo, se le denomina punto isoeléctrico.

El isoelectroenfoque es una técnica que se basa en el desplazamiento de las
moléculas en un gradiente de pH. Las moléculas como los aminoacidos, se
separan en un medio en el que existe una diferencia de potencial y un
gradiente de pH. La region del anodo (+) es aciday la del catodo (-) es alcalina.
Entre ambos se establece un gradiente de pH tal que las moléculas que se han
de separar tengan su punto isoeléctrico (pl)® dentro del rango. Las sustancias
que se encuentran inicialmente en regiones de pH inferior a su punto
isoeléctrico estaran cargadas positivamente y migraran hacia el céatodo,
mientras que aquellas que se encuentren en medios con pH mas bajos que su
pl tendrAn carga negativa y migraran hacia el anodo. La migracion les

conducira a una region donde el pH coincidira con su pl, tendran una carga

7 . , . . . .
El anfoterismo es el término general que describe la habilidad de una sustancia para

reaccionar como acido o como base, segun la sustancia con que reaccione.

8 . Z . . . .
El punto isoeléctrico, es el valor de pH en el cual las moléculas no presentan migraciones en

un campo eléctrico y se determina experimentalmente por electroforesis.
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neta nula y se detendran. De esta forma las moléculas se sitian en estrechas

bandas donde coincide su pl con el pH.

El valor del punto isoeléctrico es uno de los puntos fundamentales en el estudio
de proteinas porque cada proteina tiene un punto isoeléctrico caracteristico,
gue es calculable por medio de algoritmos que trabajan en base a su secuencia
de aminoacidos o experimentalmente considerando su posicion en una imagen
de electroforesis. Debido a esto, y para el caso de RAZE-2D, es uno de los

pilares de la interpretacion de las imagenes de electroforesis.

3.3.2. MASA MOLECULAR

El SDS-PAGE es el proceso que se utiliza para la separacion de mezclas
complejas (proteinas) en un gel. La separacion se hace precisamente a través

de la masa molecular de cada una de sus proteinas.
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FIGURA 2. Imagen resultante de un proceso de electroforesis 2D. (Arabidopsis

Thaliana)
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La masa molecular, identificable por la posicibn en una imagen de
electroforesis (ver FIGURA 2), 0 a través de la espectrometria de masas. Cada
proteina tiene un valor especifico de masa molecular y es uno de los datos mas
relevantes en el estudio de las proteinas, que se encuentra almacenado en
muchas bases de datos biologicas. SWISS 2D PAGE es la base de datos que
utiliza la herramienta para la comparacion de los ‘spots’ (manchas) encontradas

en las imagenes con las proteinas almacenadas en dicha base de datos.

3.4 ELECTROFORESIS Y RAZE-2D

Al tener las proteinas en el gel ya separadas en 2D, se obtiene una serie de
manchas (‘spots') en la imagen, que corresponden a las proteinas presentes en
la mezcla y se prosigue con la determinacion del punto isoeléctrico y la masa

molecular respectiva de cada molécula.

El célculo de estos valores se puede hacer manualmente, pero las
herramientas informaticas facilitan en gran medida este trabajo. Existen
productos software de caracter comercial que son capaces del calculo del
punto isoeléctrico y la masa molecular de un compuesto representado por un
spot en el gel, pero desafortunadamente son herramientas especializadas en
sélo este tipo de tareas’, sus licencias de uso son costosas y restringen el
formato de las imagenes a utilizar. Uno de los mayores problemas de la 2D

PAGE es el analisis y comparacion de mezclas muy complejas de proteinas.

9 PDQUEST Advanced. Maés informacion en:
http://www.genmall.com.tw/products/info/Bulletin 3121%20PDQuest%202-
D%Z20Analysis%20Software%20Brochure%20Rev%20B.pdf
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RAZE-2D es una herramienta disefiada y creada para apoyar la investigaciony
la formacién de estudiantes de bioguimica en el estudio de proteinas y permite
hacer el calculo de los valores de punto isoeléctrico y masa molecular de los
‘spots’ presentes en las imagenes suministradas, necesarios en el analisis
cuantitativo, a traves de algoritmos que traducen las coordenadas y calculan la
distribucion del pH y la masa molecular en el gel. Este tipo de herramientas
contribuyen con el desarrollo de actividades investigativas y de formacion
académica para la generacion de nuevos profesionales y la posibilidad de

producir nuevos conocimientos en esta area de estudio.
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4. IMAGENES DE ELECTROFORESIS

4.1. MASA MOLECULAR Y SU ESCALA EN LAS IMAGENES

Las imagenes de electroforesis, contienen informacion acerca de las proteinas
presentes en el gel. Uno de los datos mas importantes es la masa molecular.
Sin embargo, el calculo de éste a partir de las imagenes de electroforesis
depende de la distribucién en el gradiente de masas moleculares especifico
para el gel. La movilidad electroforética (distancia movida por la proteina en el
gel durante el proceso) esta relacionada linealmente con el logaritmo de la
masa molecular, y en este sentido es posible interpolar’® estos valores a partir
de una serie de valores conocidos, para determinar experimentalmente el valor
de la masa molecular de una proteina en particular. En el caso de las imagenes
digitales, el fendbmeno es el mismo, pero teniendo en cuenta que la movilidad
electroforética estd dada por pixeles y no por las unidades de longitud

conocidas.

4.2. PUNTO ISOELECTRICO EN LAS IMAGENES

El punto isoeléctrico de una proteina se puede calcular en base a la ubicacién
de su ‘spot’ en el gel. Es importante saber que el efecto del campo eléctrico en
los geles de poliacrilamida, o incluso la misma disposicion del gel hace que la
escala lineal que se maneja comunmente, pueda perderse. RAZE-2D utiliza un

algoritmo para solucionar estos inconvenientes.

10 . . ., ., . ..
se denomina interpolacién a la construccién de nuevos puntos partiendo del conocimiento de

un conjunto discreto de puntos.
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SWISS 2D PAGE, la base de datos relacional utilizada por la herramienta, tiene
como datos principales en sus entradas de registros el punto isoeléctrico y la
masa molecular, que en Ultimas se traducen en la identidad propia de la
proteina, junto con otros datos que hacen relacion con el nombre del gel al que
pertenecen y el nimero de acceso como identificador principal en la base de

datos.

4.3. INTERPRETACION DE IMAGENES CON RAZE-2D

Las imagenes de electroforesis 2D (ver FIGURA 2), tienen caracteristicas muy
particulares, que permiten la separacion de mezclas complejas. Estas
caracteristicas van desde su eje x que representa la distribucion lineal del pH,
el eje y que corresponde a la distribucion exponencial del eje de masa
molecular; hasta el hecho de permitir la movilidad de las muestras generandose
unas manchas (spots) de las que se puede obtener su valor correspondiente de
punto isoeléctrico y masa molecular simplemente con determinar su ubicacién

enelgel.

RAZE-2D posee gran versatilidad en cuanto al formato de las imagenes a
trabajar, recibiendo imagenes en formato .bmp, .gif, .jpg, .png, entre otros. Esto
permite que las imagenes suministradas por los usuarios provengan de
diferentes fuentes sin que ello resulte en una disminucion de la precision en los
datos calculados. Las imagenes digitales de los geles de electroforesis
presentan las mismas cualidades que las imagenes reales del proceso, pero
con la diferencia en que las distancias no estdn dadas en centimetros o
milimetros, sino en los pixeles que componen dicha imagen. En este sentido,

RAZE-2D se encarga de la conversion de las coordenadas para hacer los
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calculos de los valores de punto isoeléctrico y masa molecular de una manera

intuitiva y amigable al usuario.

El usuario ingresa a la herramienta la imagen del gel en el formato que desee,
junto con los datos iniciales del gel, como el punto isoeléctrico inicial y final, la
masa molecular inicial y final y la cantidad de marcadores®! a usar. Después de
esto, se procede a definir los marcadores y con estos datos la herramienta esta
en capacidad de calcular el punto isoeléctrico y la masa molecular en cualquier

ubicacion del gel que el usuario escoja mediante un clic del raton.

Para una mayor facilidad en la identificacion de los spots, la herramienta posee
funcionalidades para el filtrado de las imagenes. Entre los filtros que posee
Raze2D estan filtro paso-bajo, filtro paso-alto, filtro mediana y negativo. Esto
favorece al usuario la identificacion de los spots ya que hace posible el
suavizado de la imagen, la eliminacion de ruido, e incluso convertir al negativo

de la imagen.

La herramienta guarda la posicion seleccionada y los datos calculados del
punto isoeléctrico y masa molecular, ofreciendo la opcién de hacer el andlisis
predictivo de las proteinas que mas se acerquen a las caracteristicas
calculadas (pl y Mw). Esto se hace a través de la seleccién de unos rangos que
el usuario a libre voluntad puede elegir incluyendo el mapa (gel de

electroforesis) con el cual comparar el ‘spot’ seleccionado.

A continuacion la herramienta genera una lista de las proteinas que cumplen

con el criterio de busqueda y genera unos valores cuantificados que permiten

11 . e . . L, .
Los marcadores son proteinas especificas que tienen un punto isoeléctrico y masa molecular
conocidos, y que se afiaden a la muestra para facilitar los calculos del punto isoeléctrico y la

masa molecular de las demdés proteinas presentes en el gel.
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calificar la cercania de las proteinas encontradas en la base de datos, o en el

mapa seleccionado, a la proteina (spot) escogida en la imagen.

Junto a esta lista, y si el usuario desea obtener mas informacion sobre la
proteina, con un doble clic se dirige al sitio web de la base de datos SWISS 2D

PAGE donde aparece informacion mas detallada de la proteina escogida.

La herramienta muestra como dato adicional en su interfaz grafica informacion
mas completa, como la proteina mas probable, su punto isoeléctrico, masa
molecular y porcentaje de similitud. Todo esto luego de haber sido analizado el

spot y hecha la consulta en la base de datos.
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5. BASES DE DATOS BIOLOGICAS PARA EL ALMACENAMIENTO DE
INFORMACION DE PROTEINAS

5.1 SERVIDOR EXPASY

El servidor Expasy (Expert Protein Analysis System), es un servidor de
Protedmica del Instituto Suizo de Bioinformatica, que se encarga del analisis de
secuencias y estructuras de proteinas y 2D PAGE, y funciona desde el 1° de
Agosto de 1993. En su sitio web: www.expasy.org se encuentran los links hacia
los diferentes sitios web de las bases de datos biolégicas que mantiene, entre
ellas SWISS 2D PAGE, y ofrece numerosas alternativas de consulta a la base
de datos, y se ha convertido en una gran herramienta para bioquimicos y
estudiantes en todo el mundo desde entonces. Ademas de la SWISS 2D
PAGE, y en asociacion con otras entidades, mantiene la base de conocimiento
sobre proteinas y estructuras de las mismas: UniProt (de Universal Protein) que
es el recurso de proteinas universal, un repositorio central de datos sobre
proteinas. Esto lo ha convertido en el recurso lider mundial almacenando

informacidn sobre proteinas.

5.2 SWISS 2D PAGE

La base de datos SWISS-2DPAGE, creada en 1993, es mantenida en
colaboracion por la Central de Laboratorio de Quimica Clinica del Hospital
Universitario de Ginebra y el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB). La version
actual contiene alrededor de 4300 entradas en 35 mapas (geles) de referencia
a partir de muestras humanas, muestras de raton, Arabidopsis thaliana,

Dictyostelium discoideum, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae y
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Staphylococcus aureus®?. A través del servidor ExPASYy, la base de datos
SWISS-2DPAGE puede ser consultada por palabras clave (descripcion de
proteinas, nombre de proteinas, nombre del gel, especies, autor, etc.) o
graficamente, haciendo clic en un punto. También es posible calcular la
estimacion de la ubicacion de un punto a partir de la secuencia de la proteina
de la SWISS-PROT.

La base de datos SWISS 2D_PAGE es la utilizada por la herramienta ya que
cuenta con datos de proteinas identificadas y extraidas de procesos de
electroforesis 2D, identificando en ellas el punto isoeléctrico y la masa

molecular, vitales para el andlisis cuantitativo de las imagenes.

53 MAKE 2-DB Il

Make2D-DB Il es una herramienta para crear, convertir, publicar, interconectar
y mantener actualizadas las bases de datos de electroforesis 2D. Convierte los
datos de varios formatos en un formato relacional. La herramienta ofrece la
posibilidad de actualizar automéaticamente los datos relacionados con las
numerosas fuentes de datos externos en una forma muy coherente. También
es posible con esta herramienta interconectar dinAmicamente varias bases de
datos remotas o proyectos para formar una base de datos virtual mundial

accesible desde un Unico punto de entrada.

12 Swiss 2dPage ten years later:
http://www3.interscience.wiley.com/journal/109083909/abstract?CRETRY=1&SRE
TRY=0
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File Edit View Terminal Tabs Help

[The Configuration File Generator - version: 2.50]
* You are about to set up the configuration files for the Make2DB-DB II tool *
Two files can be set up:

- include.cfg : configuration parameters for the instllation of the database
- 2d_include.pl: configuration parameters for the the WEB server

Please, choose between setting up your configuration files for a new database in
stallation, or changing the parameters of an already running WEB server:

--> [1] New Installation

--> [2] Changing a Running Server Parameters
--> [3] Generate a new maps' file

--> [4] Exit

0

%

FIGURA 3. MAKE 2D-DB |l

El manejo del MAKE 2D-DB Il (ver FIGURA 3) es muy intuitivo, gracias a su
interfaz donde todas las opciones y procedimientos que la herramienta puede
realizar estan bien especificados; se ejecuta desde una consola de terminal de

Linux.

La herramienta es open-source (de cédigo abierto) y totalmente libre. Maneja
reportes XML hechos por el software Melanie/lImageMaster 2D Platinum?3,
hojas de calculo (por ejemplo Excel / CSV informes), asi como listas de texto

simple. También es posible crear nuevas bases de datos relacionales a partir

13 Software privativo que identifica proteinas de geles de 2D capaz de exportar los

resultados en archivos XML. http://www.ex pasy.org/melanie/
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de cero. Se ejecuta en la mayoria de sistemas operativos basados en UNIX
(Linux, Solaris / SunOS, IRIX).

Make2D-DB Il esta disefiado para garantizar un alto nivel de coherencia de los
datos. Permite la interconexién dinamica entre cualquier nimero similar de
bases de datos remotas y ofrece muchas otras caracteristicas, incluidas las
actualizaciones automaticas de datos referenciados a bases de datos externas,
motor de busqueda y visualizacién de datos combinado con las exportaciones

en diversos formatos.

Gracias a esta herramienta se puede generar localmente una copia de la base
de datos SWISS2D-PAGE la cual contiene informacion de proteinas existentes
e identificadas de diferentes especies con la que se realizard el andlisis
respectivo con los procesos de electroforesis desarrollados por la escuela de

quimica para asi identificar las proteinas y determinar su similitud.
MAKE 2D-DB Il presenta 3 opciones para la generacion de las bases de datos:

e A partir de los archivos de texto plano (ver FIGURA 4), codificados con
etiquetas en cada linea donde se especifican uno a uno los registros que
han de ir almacenados en la base de datos, y las imagenes de los geles

donde se encuentren las proteinas citadas en dichos registros.
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1 SWISS-2DPAGE Release 18.0

2 September 2008

32

41D 14335 HUMAN; STANDARD; 2DG.

5 AC P31947;

60T  15-JAN-1999, integrated into SWISS-2DPAGE (release 9).

7 OT 15- MAY - 2002, 2D annotation version 1.

207 26-SEP- 2006, general annotation version 7.

9DE  14-3-3 protein sigma (Stratifin) (Epithelial cell marker protein 1).
12 GN MName=SFN; Synonyms=HMEL;

1105 Homo sapilens (Human).

120C Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
120C Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
140C cCatarrhini; Hominidae; Homo.

15 0X NCEI_TaxID=9505;

16 MT DLDI_HUMAN.

17 IM DLDI_HUMAN.

18RN  [1]

1S9 RP MAPPIMNG ON GEL.

20RA  Demalte-Annessi I., Sanchez J.-C., Hoogland C., Rouge V., Binz P.-A.,
Z1 RA Appel R.D., Hochstrasser D.F.;

22RL  Submitted (JAN-1998) to the SWISS-2DPAGE database.

232D -1- MASTER: DLD1_HUMAMN;

24 2D - PI/Mw: SPOT 2D-001EPS=4.60/26759;

252D - PEPTIDE MASSES: SPOT 2D-001EPS: 1008.798; 1070.551; 1205.655;

26 2D 1546.668; 2189.874; 2833.435; TRYPSIN.

272D -!- MAPPING: Peptide mass fingerprinting [1].

b I S e e I

29 CC  This SWISS-2DPAGE entry is copyright the Swiss Institute of Bioinformatics.
30CC  There are no restrictions on its use by non-profit institutions as long as
31 CC  1ts content is in no way modified and this statement is not removed.

32CC Usage by and for commercial entities requires a license agreement (See

32 CC http://www.expasy.org/ch2d/license.html or send email to license@isb-sib.ch).
L o e e e R L T
35DR Cornea- 2DPAGE; P31947; 14335 HUMAM.

36 DR OGP-Www; P21947.

37DR  UniProtKB/Swiss-Prot; P31947; 1433S_HUMAN.

38 //|

391D 3HIDH HUMAN; PRELIMINARY; 2DG.

40 AC P31937;

41 nT 01-AlIG-1993. intearated into SWTSS-2NPAGE (release 0).

FIGURA 4. Archivos de texto plano como fuente para la creacion de la base de

datos.

A través de spreadsheets (archivos de texto tabulados, reportes de
Excel, ver FIGURA 5), y las imagenes relacionadas con las proteinas
citadas. Es importante que cada imagen se encuentre con su respectivo
spreadsheet donde haga la relacién entre la ubicacién de cada spot en

dicha imagen y sus datos experimentales a almacenar.
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(& R DOPSI! (/ Bizilife) 3 it @:
: Archivo Editar Ver Buscar Herramientas Documentos Ayuda
, ; D @ . O =] B -
.z —_—— % -~ Nueve Abrir Guardar | Imprimir... Pegar
|| ARABIDOPSIS txt £
SPOT X Y Mel PI AC
344 460 340 50864 5.70601 003042
360 434 338 51074 5.63750 003042 1
366 488 336 51284 5.77980 003042 il
456 584 378 47034 5.14503 003042
522 576 412 43852 5.10092 003042
746 562 537 33897 6.02373 003042 =
|| 790 540 570 32050 5.81682 003042
849 402 605 30287 5.55318 003042
866 452 617 29705 5.75034 003042 H
875 483 624 29370 5.78297 003042 r
299 86 302 55005 4.40918 004151 F
474 274 385 46361 5.21588 004309
624 579 466 39236 6.11746 022253
s 127 585 184 76088 6.15054 050008
e . ® ! 927 287 663 27447 5.25014 065282
. - - . 546 709 425 42694 6.83422 065396
. 157 186 217 64425 4.92500 065719
& pre - v 846 288 504 30336 5.27912 080934 [
t_‘ 460 589 379 46937 6.22773 080948
855 643 614 29849 6.47032 082122
448 210 378 47034 5.01071 Pl0o896
- 571 617 440 41395 6.326597 P16127 I~
Ln 1, Col 1 INS

FIGURA 5. Imagen de gel de referencia (Arabidopsis Thaliana) y su respectivo

spreadsheet.

e Como tercera opcion, estan los reportes XML generados por el Melanie
Viewer o el Imagemaster 2D Platinum (Herramienta privativa del Instituto
Suizo de Bioinformatica, ver FIGURA 6).
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<3 epplications  Places system (@ @S0 § quimca-us @ & 4 Tha sep 25, 10:29 am [€)
- 5 —

file Edit yiew |nsert XML Jools Hel

. Current Elemerd 8
Expo abidopsis.xml .

Insert Element ]

c-4¢30-978b-07434b0afBeer Cols="932" Ref ="2" Rows="1052" Class=" Spots="1111" Caption="a" GelName='

istermas\MASTERARABIDOPSIS melt MaxGray=

“1d=*77% Mw="88398" Pi="5,08214" Vol="3020 56" Area="1.86813" Flag="0"X_align="0" ¥_align= Intensity="2093.00" percentvol="0.278404* pe

“Broteintame/> Insart Sibling
Tw="76088" Pi="6.15054" Vol="1853 45" Area="1.19438" Flag="0" X_Align="0"¥_Align="0"Sallency="0" intensity="2013.00" percentvel="0.170323" o

einhame’/>

Insert Entity
67757%-Pi="5.05357"Vol="2182 49" Area="1 62313 Flag="0"-X_Ahgn="0"Y¥_align="0" Salency="0"Intensty="1817.00" percentVo|="0.200561"p|

tn2coll
i USB - File Browser ¥ Arabidopsis.xrml - XM, =)=

FIGURA 6. Reporte XML de Melanie Viewer.

Para el montaje de la base de datos local se utilizaron spreadsheets (archivos
de texto tabulados) obtenidos como exportaciones a partir de la herramienta
Melanie Viewer 5.02, y los archivos .mel, fuentes de la base de datos original
SWISS 2D-PAGE, de donde se tomaron también las imagenes de los mapas
de referencia.

5.4 BASE DE DATOS LOCAL Y RAZE-2D

Hasta este momento, se ha hecho énfasis en el uso de las bases de datos
biolégicas para el estudio de proteinas existentes y nuevas. Para RAZE-2D, no
es la excepcion, y por tanto se hace necesaria la seleccion de una, o varias
bases de datos como referencia para la consulta y el andlisis de las imagenes.

La pregunta ahora es ¢cudl es la base de datos a utilizar? Uniprot es la base
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de datos mundial con la informacion de proteinas utilizada ampliamente por los
investigadores y bioquimicos en la comunidad cientifica y la academia. Sin
embargo, no es la base de datos escogida para el andlisis de las imagenes,
debido a que en muchas de sus entradas, no se tiene un valor exacto
identificado de punto isoeléctrico para las proteinas, a diferencia de la SWISS
2D PAGE, que por ser basada en los resultados de procesos de electroforesis

2D si los tiene.

Gracias al uso de herramientas open-source como MAKE 2-DB Ii, es posible la
generaciéon de bases de datos relacionales a partir de archivos de texto plano,
e imagenes de electroforesis; y tomando como punto de partida el hecho de
que SWISS 2D PAGE es una base de datos libre, se hizo la replicacion de esta
base de datos de una forma consistente, y con esto mejorar los tiempos de

respuesta en las consultas necesarias a dicha base de datos.

Para la Escuela de Quimica de la Universidad Industrial de Santander, quienes
son los usuarios finales a los que esta dirigida la herramienta, es importante el
almacenamiento de la informacién recopilada a través del estudio de proteinas
mediante electroforesis 2D, es muy importante la generacién de esta base de
datos local, dada su expreso interés en el estudio de enfermedades tropicales,

como la leishmaniasis, y el efecto de farmacos en el tratamiento de las mismas.
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6. RAZE-2D

6.1 IMPLEMENTACION CON JAVA

Java es un lenguaje de programacion orientado a objetos que nacio alrededor
de los afios 90 y fue creado por la empresa Sun Microsystems'*. El lenguaje
mismo se inspira en la sintaxis de C++, incorpora sincronizacion y manejo de
tareas en el lenguaje mismo (similar a Ada'®) e incorpora interfaces como un
mecanismo alternativo a la herencia multiple de C++ pero elimina herramientas
de bajo nivel, que suelen inducir a muchos errores, como la manipulacién

directa de punteros a memoria.

Una de las razones primordiales para la seleccion de este lenguaje en
particular para el desarrollo de la herramienta, es su capacidad de permitir
ejecutar las aplicaciones en diferentes plataformas existentes en el mercado.
Las aplicaciones java estan compiladas en bytecode que son interpretadas por
la maquina virtual o JRE, gracias a esto permite la portabilidad en ejecucion. Es
una ventaja significativa para los desarrolladores de software, pues antes
tenian que hacer un programa para cada sistema operativo, por ejemplo
Windows, Linux, Mac, etc. Esto lo consigue porque se ha creado una Maquina
Virtual de Java para cada sistema que hace de puente entre el sistema
operativo y el programa de Java y posibilita que este ultimo se entienda

perfectamente.

1 Historia del lenguaje Java:

http://www.cad.com.mx/historia_del_lenguaje_java. htm

15 Ada es un lenguaje multipropésito, orientado a objetos y concurrente, pudiendo llegar

desde la facilidad de Pascal hasta la flexibilidad de C++.
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Alrededor del 2007 Sun Microsystems liber6 la mayor parte de las tecnologias
java bajo la licencia GNU GPL de tal forma que todo el software de Sun es
ahora software libre, lo que posibilita el desarrollo de software sin recurrir al
pago de licencias de uso por el trabajo en este lenguaje de programacion,

facilitando el mismo desarrollo del proyecto.

La tercera razdn que justifica la escogencia de este lenguaje, es la posibilidad
del uso de librerias especializadas para el tratamiento de imagenes, lo que
posibilitd la inclusién de funcionalidades a la herramienta, tales como el filtrado
en las imagenes, la conversion a escala de grises y la conversién a negativo.
Todo esto para facilitar el trabajo del usuario final en la identificacion de los
spots y de esta manera, hacer de la herramienta un producto aun mas
amigable, porque la calidad de las imagenes puede variar dependiendo del
dispositivo de adquisicion de dichas imagenes, que puede ser un escaner de

oficina o uninstrumento mas especializado.

6.2 POSTGRESQL

Es un sistema de gestibn de base de datos relacional orientado a objetos.
Producido y licenciado como software libre, es la mejor opcién para el

desarrollo de la herramienta, dadas sus caracteristicas:

Alta Ocurrencia: Permite que mientras un proceso acceda a la tabla, otro pueda

hacer operaciones sobre dicha tabla sin ningun tipo de blogueo.

Alta variedad de tipos nativos: PostgreSQL provee nativamente soporte para
ndameros de precision arbitraria, texto de largo ilimitado, figuras geométricas
(con una variedad de funciones asociadas), direcciones IP (IPv4 e IPVv6),

blogues de direcciones estilo CIDR, direcciones MAC y arrays.
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Claves ajenas denominadas también claves foraneas.
Vistas.

Herencia de tablas.

Integridad transaccional.

Tipos de datos y operaciones geométricas.
Disipadores (Triggers).

Instalacion ilimitada: Con PostgreSQL, no hay costo asociado a la licencia del

software, permitiendo la instalacién en un nimero ilimitado de servidores.

Extendible: El codigo fuente estd disponible para todos sin costo, esto es
complementado por la comunidad de profesionales y entusiastas de
PostgreSQL alrededor del mundo que también extienden PostgreSQL todos los

dias.

Multiplataforma: PostgreSQL esta disponible en casi cualquier Unix (34

plataformas en la ultima version estable) y plataformas Windows.

Todas estas cualidades se traducen en la implantacién de una base de datos
robusta, con una estructura relacional muy coherente, montada en un servidor
Linux, con politicas de seguridad definidas. Sin embargo, fruto de las mismas
politicas de seguridad del servidor en el que fue colocada la base de datos
(Servidor de ciencias de la UIS), se restringe el acceso al servidor a través de
la mayoria de puertos. Lo que hizo necesario la utilizacién de un “tunel” (ver
FIGURA 7) mediante una pagina php que se encargara de hacer las consultas
a la base de datos y de esta manera transmitir las consultas por medio del
puerto http (puerto 80), a través de la navegaciéon en internet en donde se envia
la consulta a realizar utilizando de un mecanismo de encriptacion para

garantizar la seguridad, y la pagina php la desencripta y hace la consulta.
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Cuando se tenga el resultado, éste se encripta nuevamente y se envia al

programa para que este se los muestre al usuario.

“TUNEL” DE COMUNICACION
RAZE2D Y LA BASE DE DATOS (SERVIDOR DE CIENCIAS)

FIREWALL
DEL
SERVIDOR

SERVIDOR DE CIENCIAS
uIS

CONSULTAA LA
BASE DE DATOS

I

]

. PAGINA :

i PHP "

: PUERTO 80 RAZE2D
! (HTTP)
BASE DE DATOS |

]

FIGURA 7.Tunel de comunicacién Raze2D-Base de Datos

6.3 NETBEANS

Netbeans es un IDE (Entorno desarrollo integrado). Una herramienta pensada
para programadores para escribir, depurar, compilar y ejecutar programas.
Ademas permite desarrollar en distintos lenguajes tales como Ruby, C++ vy
logicamente java. Netbeans fue Ila herramienta escogida porque fue
desarrollada como software libre y tiene un potencial muy reconocido por los
desarrolladores de software en el mundo entero. Permite ademas manejar de
una manera muy amigable y facil la inclusién de librerias externas, como en el
caso de la libreria JAI de Java para el tratamiento de imagenes. También es

muy notable el editor de formularios, que es mucho mas completo que el de
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otros entornos de desarrollo, ademas es muy reconocido por las ventajas para
los estudiantes y las personas que recién estdn empezando a desarrollar

aplicaciones en Java.

6.4 ALGORITMO DE TRADUCCION DE LA ESCALA DE MASA
MOLECULAR

Los geles de poliacrilamida utilizados para los procesos de electroforesis 2D
presentan en su eje vertical la escala para la masa molecular, que es
exponencial (ver FIGURA 8), pero el logaritmo de la masa molecular presenta
una escala lineal (si Mw es exponencial, entonces Log (Mw) es lineal). De esta
manera se puede convertir una escala exponencial en una escala lineal
(FIGURA 9) para poder cuantificar las distancias entre un punto y otro.

{kDa)
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S + 130
“+ 78
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M.W.
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FIGURA 8. Distribucién de la masa molecular y el punto isoeléctrico en un gel

de electroforesis 2D.
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El algoritmo para el célculo de las distancias entre spots se basa en la
formulacion matematica para calcular la distancia entre 2 puntos en un plano

cartesiano, en el cual ambos ejes presentan una relacion lineal.

Log(Mw)

FIGURA 9. Conversidn de la escala de la masa molecular a una escala lineal.

6.5 ALGORITMO PARA EL CALCULO DEL PORCENTAJE DE SIMILITUD

Como primera medida, se recurre a la suposicién de que es posible realizar un
montaje universal (en el laboratorio) en el que todas las proteinas encontradas

en la base de datos se encuentran presentes en un solo gel (ver FIGURA 10).
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FIGURA 10. Montaje universal de las proteinas presentes en la SWISS 2D-
PAGE.

PUNTO M/(XIMO POSIBLE A
ENCONTRAR EN LA BUSQUEDA

PUNTO DE REFERENCIA
PARA LA BUSQUEDA

ango escogido para
unto isoeléctrico

FIGURA 11. Establecimiento del area de busqueda a partir del punto base y los

rangos.

La busqueda en la base de datos se realiza con los valores tomados de la

imagen, y unos rangos establecidos por el usuario (ver FIGURA 11 y FIGURA

12). De la cual se obtiene una lista de las proteinas que cumplen con el criterio
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de busqueda ya establecido (los valores de punto isoeléctrico y masa molecular

gue calcula la herramienta al seleccionar un spot).

Area de busqueda generada
por las coordenadas del punto
y los rangos escogidos

Puntos encontrados en la
consulta a la base de datos

FIGURA 12. Puntos encontrados en el area de busqueda.

Con la traduccion de las coordenadas de masa molecular y con la escala de pH
se puede obtener un “sistema de coordenadas” para proteinas que nos permite
establecer las distancias entre dos puntos. Pero para cuantificar la cercania de
los puntos encontrados frente al punto tomado como base para establecer el
criterio de busqueda, es necesario establecer una unidad de referencia y en
base a dicha referencia poder definir un porcentaje de similitud. Para este fin,
se utilizan los rangos utilizados en la construccion del criterio de busqueda para
definir asi la distancia maxima posible a encontrar en la consulta a la base de
datos(Dmax), y a esta distancia encontrada, se le asigna el valor de similitud

0%. Con base en este valor, se compara la distancia entre cada punto
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encontrado en la base de datos con el punto base (Dpunto), y segun los rangos
establecidos. Este valor se ha de conocer como el porcentaje de similitud de

cada punto encontrado.

Pmax
................................ &)
s
P1 .'\,%o O
V :O(b\/

Distancia maxima
posible a encontrar

Distancia del punto
encontrado en la
base de datos

FIGURA 13. Dpunto y Dmax a partir de las coordenadas del punto base PO y
de Pmax y P1.

La distancia a calcular entre dos spots se basa en el calculo de la distancia (ver
FIGURA 13) entre dos coordenadas en un plano cartesiano, pero teniendo en
cuenta que la distancia entre dos puntos en el eje y (el de la masa molecular)

tiene que ser traducido a un eje de lineal de logaritmo de masa molecular.

Los puntos a los que se le ha de calcular la distancia son: el punto base para la
consulta a la base de datos (P0), y cada punto encontrado en dicha busqueda
(P1).

PO tiene coordenadas (Po, Mg) que corresponden a sus valores de punto

isoeléctrico y masa molecular respectivamente. Y P1 (P31, M1) son los valores
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de cada punto encontrado en la base de datos. Las coordenadas de Pmax
corresponden a los valores de PO sumados con los valores de rango
seleccionados para la consulta en la base de datos. Pmax (Po+R1, Mo+R2),
donde R; es el valor de rango escogido para la masa molecular y R, es el valor

de rango escogido para el punto isoeléctrico.

omen = \[[uoo (22 )T (1)

. 1)

|
Dpunto =\/ [ Log (%)]2+ (PP )2 @)

Dpunto

Dmax )x100

Similitud (%) = -
imilitud (%) (1 -

FIGURA 14. Deduccién de Dmax, Dpunto y el porcentaje de similitud.

Para el algoritmo del célculo del porcentaje de similitud (ver FIGURA 14) hay
que tener en cuenta que la movilidad electroforética se presenta en una
relacion lineal con el logaritmo de la masa molecular. Por esta razén, en el
calculo de las distancias no se toma como pardmetro la masa molecular, sino el

logaritmo de la masa molecular.

37



6.6 ALGORITMO PARA EL CALCULO DEL PUNTO ISOELECTRICO Y LA
MASA MOLECULAR DE UN ‘SPOT’ EN BASE A SU POSICION EN LA
IMAGEN.

En los geles de poliacrilamida utilizados para la electroforesis 2D, cada
posicion en su escala vertical u horizontal corresponde a un Gnico valor de
punto isoeléctrico y masa molecular. Basandose en esto es posible interpretar
una imagen digital (imagen escaneada) del gel; y cada uno de sus pixeles'®
corresponde de la misma manera a un Unico valor de punto isoeléctrico y masa

molecular.

Sin embargo, debido a la accion del campo eléctrico al que se ve sometido el
gel durante una de las fases de la electroforesis (isoelectroenfoque), es posible
que esta distribucidn pierda su consistencia, y por ello los bioquimicos utilizan
los marcadores, que ellos mismos pueden identificar a simple vista dentro de la

imagen.

Gracias al uso de los marcadores, es posible identificar la nueva distribucién de
los valores de punto isoeléctrico y masa molecular presentes en cada posicién
de la imagen, a través de la interpolacién de sus valores (teniendo en cuenta la
escala original que poseen). La masa molecular, como es sabido, no tiene una
escala lineal, por lo tanto, la interpolacién se hace en relacién con el logaritmo

de la masa molecular frente a la movilidad electroforética (Distancia que se ha

16 - . L. . . . " . " .
Pixel o pixel: (acrénimo del inglés picture element, "elemento de imagen") es la menor unidad
homogénea en color que forma parte de una imagen digital, ya sea esta una fotografia, un

fotograma de video o un gréfico. [Tomado de www.wikipedia.com]
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movido desde el vértice superior del gel), y que en ultimas corresponderia a la

posicion relativa frente a otros marcadores.

PARA EL METQDO DE REGRESION LINEAL
POR MINIMOS CUADRADOS

Ecuacion general de la recta
y=mx+n
con:

Sx = Z X Sxx =Z X
sy=2y, Sxy=z XY,

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I
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I

: N = cantidad de puntos a
f utilizar para la regresion.
I
I
I
I
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]
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I
I
I

N*Sx - Sx*Sy

N*Sxx - Sx*Sx

Sxx*Sy - Sx*Sxy

N*Sxx - Sx*Sx

FIGURA 15. Calculo de la recta de interpolaciéon por medio de minimos

cuadrados.

En los geles de poliacrilamida, la masa molecular presenta una tendencia lineal
entre la movilidad electroforética y el logaritmo de la masa molecular, de esta

manera se puede obtener la ecuacion de la linea recta'’ que define el

17 - T - . . ..
El método utilizado para hacer el célculo de la ecuacién de la linea fue el de minimos

cuadrados.
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comportamiento de esta tendencia (FIGURA 15), y aplicarla al rango que

corresponde dentro de los marcadores utilizados para tal fin.

Para la generacion de los valores de punto isoeléctrico y masa molecular, el
software escoge por cada coordenada (punto isoeléctrico: x 6 masa molecular:
y) los marcadores que se encuentran mas cerca, uno hacia adelante y uno
hacia atras, y entre ellos genera la ecuacidon que determina la variacion, y luego

es posible asignar el valor al punto.

IMAGEN DEL GEL (REAL) IMAGEN DEL GEL (DIGITAL)
Punto isoeléctrico basado Punto isoeléctrico basado
®© en la posicion [cm] ®© en la posicion [pixele;]
&8 el U= & 3 e T A
ST Y B 8L NE
8"@ “"d" .. "0} : %“é Y ‘ L d' 0'. --ov':-:
oB= ‘L. P(pl.MW) ' £8 9 ‘L1 P(xy)'
S E { RP(pl,Mw ~ 0 B : YR
52§ &3 P 520 Y i
3B ! 88 &= '
S the Li.. (N4 22 T a4l '
co VY -~ co VY 2 -~
e . = "
= =

FIGURA 16. Conversién de la escala de imagen real a imagen digital hecho por
RAZE-2D.
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6.7 MANUAL DE USO DE LA HERRAMIENTA

RAZE-2D es una herramienta libre y educativa capaz de analizar imagenes de
electroforesis en 2D, para determinar semejanzas con otras proteinas

identificadas segun el SIB. La herramienta consta de varios menus agrupando

y facilitando el uso de la misma.

Archivo Gel Filtros Ingresar BaseDatos Ayuda

s @@ y 2oopm
<@ [ L

ME 4 19/01/2009

FIGURA 17. Visualizacion de la Herramienta Raze2D

41



1. Archivo: Enel menu Archivo se puede encontrar los siguientes items:

*  Abrir: ftem encargado de abrir la imagen resultante del proceso de
electroforesis 2D.

* Guardar: item encargado de almacenar en cualquier parte del disco que

desee el usuario la imagen analizada por la herramienta.

*  Salir: item encargado de abandonar el programa.

2. Gel: Enel menu Gel se puede encontrar los siguientes items:

* Conversion a Grises: item encargado de convertir la imagen a escala de

grises.

* Imagen Completa: item encargado de ampliar la imagen a su tamafio

original.

* Negativo: Item encargado de convertir la imagen a negativo para una

mejor visualizacion.

* Restaurar Imagen: item encargado de restaurar la imagen a su estado

original.

3. Filtros: En el menu filtros se utiliza para limpiar las imagenes, eliminar el

ruido existente en el gel. Se encuentran los siguientes items:
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*

Paso Bajo: Filtro utilizado para permitir el paso de frecuencias mas bajas

y atenuar las frecuencias mas altas. Los filtros utilizados son Media 5x5,
Media 3x3, Gauss.

*

Paso Alto: Filtro utilizado para atenuar los componentes de baja
frecuencia pero no las de alta frecuencia. Los filtros utilizados son

Sharpen y Laplaciano.

4. Ingresar: Enel menu Ingresar se puede encontrar los siguientes items:

*

Marcadores: ftem utiizado para ingresar los marcadores

correspondientes a cada imagen a analizar.

Spots: item utilizado para ingresar los 'spots' o proteinas a analizar en el

gel correspondiente.

Deshacer Marcador: ftem encargado de eliminar el Gltimo marcador

anadido.

5. Base de Datos: En el menu Base de Datos se utiliza para consultar a las

dos bases de datos disponibles. Se encuentran los siguientes items:

Swiss2DPage: item utilizado para consultar los mapas existentes en la

base de datos Swiss2DPage.

Uniprot: item utilizado para consultar informacion sobre cualquier

proteina en la base de datos Uniprot a través de internet.
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PASOS A SEGUIR PARA ANALIZAR UNA IMAGEN DE ELECTROFORESIS
2D CON RAZE2D

1. Abrir Imagen

Se accede al menu archivo y se hace clic en el item Abrir. A continuacién
aparecera una imagen como la FIGURA 18, en la cual se ingresa los datos
iniciales del gel que se va a analizar, entre ellos el punto isoeléctrico inicial y

final, masa molecular inicial y final y por udltimo el numero de marcadores
correspondiente del gel.

B RAZE2D
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda

Datos Iniciales Del Gel =)

@ Datos Iniciales:

Piini[und PH] [35
Piend [und PH] [10
Mwini[kDa] |10
Mw end [kDa] [200

No. Marcadores 5]

¥ D00 - Pamt

FIGURA 18. Ingresando los datos iniciales del gel a analizar

La imagen del gel se visualizara en la parte izquierda con sus respectivas

coordenadas iniciales de punto isoeléctrico y masa molecular.
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2. Ingresar Marcadores

Después de abrir la imagen se procede a insertar los marcadores
correspondientes del gel. Se dirige al menu Insertar->Marcadores y se

proporciona clic a donde compete cada marcador en el gel y se digita los

valores de su punto isoeléctrico y masa molecular.

RAZE2D
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda

——
, -
- e -

-

N -

.
p—— o ce g e

= e
' kL idlE $ . - reador =)

2
E Pi[und PH] [5.78 | mw [kDa] [51.284]

FIGURA 19. Ingresando Marcador al Gel

La herramienta automaticamente informara a través de un mensaje cuando se

haya insertado el dltimo marcador segun los datos iniciales. Para una mejor
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visualizacidn del gel ya que en algunos casos no se pueden visualizar bien el

punto deseado a ingresar, la herramienta posee varias opciones:

e Negativo o Conversién a Grises: Se traslada al menu Gel y se aplica la

opcidn que mas se adecue al gel.

e Filtro paso alto: Se dirige al menu filtros y se aplica cualquier filtro que

mejore la claridad de la imagen.

B RAZE2D
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda

‘ersla de Spot:

Agrega los *Spots’
Dando Click donde
Corresponde cada
Spot en el gel
Actual.

pars el

Punto Isoeléctrico |

Masa Molecular [

Todos los Geles(*) -

s de Datos Swiss2DPage

Analizar Guardar |

P 8andas Sonoras PRV Shared Folder

FIGURA 20. Imagen que corresponde a un mapa (Arabidopsis) con algunos

marcadores ya insertados aplicando la opcion Negativo al gel
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3. Ingresar los Spots

Luego de tener la totalidad de marcadores en el gel, aparecera un mensaje
indicando que se debe proceder a ingresar los spots. Asi que se dirige al menu
Insertar->Spots, y a continuacion se hace clic en cualquier parte del gel donde
se desee conocer su punto isoeléctrico y sumasa molecular.

Al ingresar cada spot en la parte derecha de la herramienta se tendra una lista

donde iran apareciendo los spots que se esté deseando conocer sus valores
de punto isoeléctrico y masa molecular con su respectiva numeracion para
facilitar subusqueda e identificacion (FIGURA 21).

Al realizar esta accion se obtendra una imagen como la siguiente

3 RAZE2D

P (=X
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda

s s sl el
e ! Lista de Spots
& L spot:1  Pi:571  Mw:50.934
Spot:2  Pi:5.06  Mw:53.406
il o ae Pl Spot:3  Pi622  Mw:66.716
- Spot4  Pi:6.48  Mw:29.236 Dinto laoolbctiice ]
- Spot:5  Pi:525  Mw:26.504 —
IS g 3 Spot:6  Pi:477  Mw:24.255 Masa Molecular ]
. N 4 + s
- -
7 o= ~
= - é e b e = [Todos los Geles(") [~
- P - 'odos los Geles(* =i
LIETR_— < e | TP [ =
_— - ” 4 4 n 8 spots.
E %Y - .. -
. - - L 4 * Geles actual 2e de Dato:
‘RO P I .o
oSO G~y & L] - . .
. "‘. & - vy 'J‘- R .
4 M4 - .- i
57 0’ > des ot L Analizar Guardar |
- & - - -
T . .
- - 4
e~ ’
e e & a® K
- - > o St
[ -
- s®
e
. P, . s
- -
- 13
4 F 3
et
e

" Bandas Sonoras ! red Folder [8 - Boney m - rasputi.. 5 %@ y 26pm
<@@E @ lunes

ME ) 19/01/2009

FIGURA 21. Ingresando los spots
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4. Encontrando Similitudes de los spots.

Ahora se procedera a sefalar el spot de la lista disponible, especificar los
rangos de busqueda para el punto isoeléctrico, masa molecular y elegir del
combo algin mapa o todos los mapas en los cuales se desee encontrar algun
porcentaje de similitud de alguna proteina identificada en la base de datos
Swiss2DPage.

Al realizar este procedimiento perfectamente se obtendra un resultado como la
FIGURA 22, en la cual se ilustra una tabla con las 20 proteinas mas cercanas
(si existen) resultantes segun su criterio de busqueda con su respectivo punto
isoeléctrico, masa molecular, mapa al que pertenece y logicamente el
porcentaje de similitud que tiene con el spot sefialado a analizar. Luego se
podra ver un tooltip en el gel con los datos de la proteina mas cercana en el
spot que se eligié para realizar la busqueda.
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1
o]
x

E9 RAZE2D
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda

los o | s s |

Anlisis
oo

! Lista de Spot:
i z e
: " S | %) Similitud del Spot1 en Todos los Geles(*) | E S B ;icis precictivo de cada proteina
. i -1
. T " Isoeléctrico 571 +- ﬁ
g [ Molecular 50934+ 10
5
EXE e -
s M2 - - g
i APy Pioneers at the heart of science E 1o - 1
FIER e L 08 - 10° Anniversary =y 7FJ
Acceso N°: 003042 in Gel 5 comparar us spofs.
Similitud: 99.94% -
3 b= sctusies en Ia Base de Datos Swiss2DPage
s |PEST1 - Para obtener mas informacion acerca de la proteina hacer
B0 ot - doble click en la casilla o el nombre del mapa correspondiente.
Mapa: ARABIDOPSIS gt & = = :
Proteina Pi Mw Mapa % Similitud i
.- d |
g2 003042 |5.71 50864.0  |ARABIDOPSIS 99.94 = Suandar
- - P23sa7 5.1 50118.0 _ [ECOLI5-6 993
o P23847_ [5.71 520000 [ECOLI56 991
g P2384 71 52681 ECOLIDIGE4.5-6.5 8.54
g P3010 7 52483 CEC_HUMAN 8.36
- P1167 7 530500 |LIVER_MOUSE 7.97
-, P23a4 59 52246 ECOLI 7.72
P11413 68 51001 REC_HUMAN 7.01
P0s787  |5.74 494140 |NUCLEI_LIVER_HUMAN [96.73
- £ s P30101__ |5.68 52818.0  |HL60_HUMAN 96.62
- & P9g01e  |5.73 54556.0  |LIVER_MOUSE 96.42
-> p2777 71 56408.0 |LIVER_MOUSE 5
. P3010 66 520020 |PLATELET_HUMAN 4
- o - P2384: 7 575200 [ECOLI 4
o - . M3 p2777 68 56572.0  |MUSCLE_MOUSE 4
— - p27773 74 56020 WAT_MOUSE 4
23843 |5.66 509150 |[ECOLIS5-6.7 94.02 P
P30127 _ [5.07 515320 |ecoLl 94.0
- 02679 [5.65 49566.0  |PLASMA_HUNAN 939 ¢
- P46a71__ |5.65 491520 ||SLETS_MOUSE 9382 Pratys

i Bandas Sonoras

Similitud del Spotl

boney m - raspu spots - Paint

FIGURA 22. Imagen de las proteinas encontradas segun el criterio de

busqueda establecido

En la tabla mostrada con las proteinas encontradas se puede hacer doble clic
sobre cada numero de acceso de la proteina (AC) para obtener mas
informacidn sobre dicha proteina y también tener la opcion de saber la posicién

de la proteina en el gel que pertenece dando doble clic en la columna Mapa.

5. Guardando Informacién
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RAZE-2D permite al usuario guardar la informacion generada por la
herramienta en archivos de texto refiriendose a la tabla de proteinas
encontradas o a la lista de spots generadas por el usuario. (Ver FIGURA 23 y
FIGURA 24). Como se puede observar claramente en la FIGURA 21 o
FIGURA 22, cada parte tiene un boton denominado “Guardar” el cual ayudara
al usuario a ubicar el archivo de texto en cualquier parte del disco de su
maquina (Ver FIGURA 25). Para una mejor visualizacién del archivo de texto
plano, es recomendable al usuario de Windows abrirlo con el programa
WORDPAD.

Ademas de poder almacenar la informacion anterior, se puede almacenar la
imagen del gel con sus respectivos marcadores y nimeros de spots sefalados
por el usuario en una imagen de formato JPEG en cualquier parte del disco
duro. (Ver FIGURA 26)
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Fl spots - WordPad

Archive Edicion Ver Insertar Formato Ayuda

Ded SR # i o]

[spot: 1 Pi: 5.71 Mw: 50.934
Spot: 2 Pi: 5.06 Mw: 53.406
Spot: 3 Pi: 6.22 Mw: 66.716
Spot: 4 Pi: 6.48 Mz 29.236
Spot: 5 Pi: 5.25 M 26.504
Spot: 6 Pi: 4.77 M 24.255

FIGURA 23. Archivo de texto el cual contiene la lista de los spots indicados por

el usuario
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proteinas - WordPad

Archivo Edicién Ver Insertar Formato Ayuda

DEE SR # @0 B

Proteina PI MW td Nombre Gel
003042 5.71 50864.0 99.94 ARABIDOPSIS
P23847 5.7 50118.0 99.3 ECOLIS-6
P23847 5.71 52000.0 99.1 ECOLIS-6
P23843 5.71 52681.0 98.54 ECOLI-DIGE4.5-6.5
P30101 5.7 52483.0 98.36 CEC_HUMAN
P11679 5.7 53059.0 97.97 LIVER_MOUSE
P23847 5.69 52246.0 97.72 ECOLI

P11413 5.68 51001.0 97.01 RBC_HUMAN
POS5787 5.74 49414.0 96.73 CLET_LIVER_HUMAN
P30101 5.68 52818.0 96.62 HL60_HUMAN
P99019 5.73 54556.0 96.42 LIVER_MOUSE
P27773 5.71 56408.0 95.58 LIVER_MOUSE
P30101 5.66 52002.0 94.93 PLATELET_HUMAN
P23843 5.7 57529.0 94.63 ECOLI

P27773 5.68 56578.0 94.55 MUSCLE_MOUSE
P27773 5.74 56920.0 94.33 WAT_MOUSE
P23843 5.65 50915.0 94.02 ECOLIS.5-6.7
P30127 5.77 51532.0 94.0 ECOLI

P02679 5.65 49566.0 93.9 PLASMA HUMAN
P46471 5.65 49152.0 93.82 ISLETS_MOUSE

FIGURA 24. Archivo de texto con los datos encontrados de las proteinas

similares al spot sefalado

52



RAZE2D
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Ingresar Base Datos Ayuda
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! Lista de Spot
4 Spot: 1 Pi: 571 Mw: 50.934
Spot: 2 Mw: 53.406
- .- Spot: 3 Mw: 66.716
Spot: 4 Mw: 29.236
- Spot: 5 Mw: 26.504
3 Spot: 6 Mw: 24.255
+
Guardaren: |[] RAZE2D i" ‘Gﬁ”"‘ [ @E:}
=1 buita [ build-before-profiler.xmi
|3 data [ build.xmi
I dist [) manifest.mf
1@ imagenes [} master.jnip
iﬁ nbproject
;ﬁ src
|3 test
Nombre de archivo: |
Archivos de ipo:  [Todos los archivos [~]
e
Guardar | | Cancelar

inserts los rangos comespondientes & cada spot.

para el andlisis predictivo de cada proteina.

Punto Isoeléctrico 571+~ [1

Masa Molecular 50-93¢ +- 10

|Todos los Geles(*) F}
Elige un Gel & comparar tus spofs.

* Geles actuales en I Base de Datos Swiss2DPage

Analizar ‘ Guardar

FIGURA 25. Guardar informacion
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FIGURA 26. Imagen del gel con sus respectivos marcadores y spots sefialados

por el usuario
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6. Consultando en las Base de Datos

Raze2D permite al usuario consultar sobre cada mapa existente en la base de
datos SWISS2DPAGE donde se desglosara los datos pertenecientes de cada
proteina en dicho mapa. (Ver FIGURA 27). Para acceder a esta opcion se

dirige al menu Base Datos->Swiss2DPage.

Si se desea hacer una consulta mas avanzada RAZE-2D posee la opcion de
consultar en la base de datos Uniprot la cual contiene variedades de
informacion relacionadas con proteinas. (Ver FIGURA 28), con las mismas
opciones de buUsquedas que se encuentran en sSu pagina web,
(http://www.uniprot.org) para asi facilitar al usuario dirigirse directamente a la
pagina. Para esta consulta la herramienta utiliza el navegador por defecto para
poder realizarla, solamente se digita la informacién a consultar y se proporciona
clic en el botdn buscar. Para acceder a esta opcion se dirige al menu Base

Datos->Uniprot.
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RAZE2D
Archivo Gel Filtros Ingresar Base Datos Ayuda
] Swiss2DPage =L
Consultar Mapa
|__Nimero SpotiD
n 214 -
2 92
B 1032
14 23 H
3 3
B 704
d 680
8 77
19 8
10 9:
11 4
12 14
13 148
14 954
15 515 Q43127 5.26 44124
16 514 P99055 5.13 43852 ~|
sSwis age

[® Aerosmith - Dream ... uardarinformacion...
gt
<@E

8

B Swiss2DPage

FIGURA 27. Consultando en la Base de Datos Swiss2DPage
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@) trypanosoma in UniProtKB - Flock
Archivo  Editar  Ver Hi

:w @ 0 @) Sl https//www.uniprot.org/uniprot/?query= ore
G L BRNE| FTE|F 4 S NewtoFlockl (3 shareFlock

[l SWISS-2DPAGE % | . trypanosoma in UniProtKe x &l =

= Ut —

rial Favorites Herramientas  Ayuda

Search in Query Buscar en Base De Proteinas [v ‘
Protein Knowledgebase (UniProtkB) [+] rypanosoma Fields » |2
Search Blag g *
. Buscar Palabra |[trypanosoma | -
1 - 25 of 31,309 results for trypanosomax in UniProtKB sorted by score descendingx «®® L
@
s2a Browse by taxonomy, keyword, gene ontology, enzyme class or pathway | » x Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50! ® . ﬂ
> Show only reviewed “+ (UniProtKB/Swiss-Prot) or unreviewed 7 (UniProtKB/TrEMBL) entries prot .
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o — il s, 3 | Next »
| Buscar ‘ ‘ Limpiar l
Al Accession Entry name Status Protein names anth
B P25779 CYSP_TRYCR 1 Cruzipain (EC 3.4.22.51) (Cruzaine) (Major cysteine THypanosoma™"" 467
proteinase) cruzi
B P28593 TYTR_TRYCR v Trypanothione reductase (TR) (EC 1.8.1.12) TPR Trypanosoma 492
(N(1),N(8)-bis(glutathionyl)spermidine reductase) cruzi
] P04789 TPIS_TRYBB 1 Triosephosphate isomerase, glycosomal (TIM) Trypanosoma 250
(Triose-phosphate isomerase) (EC 5.3.1.1) brucei brucei
] P07749 FCA1_TRYCR 1 Flagellar calcium-binding protein (FCABP) (1F8 FCABP Trypanosoma 211
protein) (P24) (29 kDa flagella protein) (F29) (24 kDa cruzi .

| Hecho

& y 2Zpm

FIGURA 28. Consultando en la base de datos UniProt a través de la

herramienta
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7. METODOLOGIA DE PROTOTIPADO EVOLUTIVO

La metodologia utilizada para el desarrollo de la herramienta computacional
(RAZE-2D), es el prototipado de sistemas, que permite la implementacion de
los disefios realizados, de tal manera que se concibe de una manera evolutiva

e iterativa la implementacion de la aplicacion de la siguiente manera:

Identificacion de requerimientos conocidos: Permite la generacion de los

prototipos, basados en los requerimientos preliminares expresados por el

usuario.

Desarrollo de un modelo de trabajo: En este paso se pueden establecer las

condiciones necesarias para el buen desarrollo de cada uno de los prototipos, y

estas son:
e Ellenguaje para el dialogo o conversaciéon entre el usuario y el sistema.
e Pantallas y formatos para la entrada de datos.
e Mobdulos esenciales de procesamiento.

e Salida del sistema.

Utilizacién del prototipo: EIl prototipo es puesto a prueba bajo condiciones

reales por el usuario, para poder asi identificar los puntos claves a mejorar o

los nuevos requerimientos del sistema.

Revision del prototipo: Se obtiene la informacion acerca de los componentes
del sistema que han de ser corregidos, mejorados, redisefiados, etc. Y se

planea el desarrollo del siguiente prototipo.
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7.1 ESTUDIO INICIAL

En esta primera etapa se realizO un estudio previo del problema, la
identificacion de los procesos involucrados en la identificacion de proteinas
tales como la electroforesis, el estandar de bases de datos del SIB (Swiss
Institute of Bioinformatics). De igual manera se establecieron los recursos

necesarios para llevar a cabo el proyecto.

Acercamiento al problema e identificacion de necesidades: Estudio de las
caracteristicas del proceso de electroforesis, propiedades de los geles de
poliacrilamida utilizados en dichos procesos, el procedimiento de identificacion
de proteinas utilizando la base de datos SWISS 2D-PAGE.

Recopilacion de bibliografia y conceptualizacién: Interpretacion de los
diferentes estudios hechos sobre el tema, evaluacion del estado del arte en
cuanto a la identificacion de proteinas por parte de la comunidad cientifica
internacional.

Determinacidn de recursos: Se hizo un andlisis de los recursos necesarios

para el montaje de la base de datos, asi como las herramientas

computacionales a utilizar para el desarrollo del software.

7.2 GENERACION DE LA BASE DE DATOS LOCAL

En esta fase se hizo la generacion de la base de datos local en la cual se

almaceno la informacién de proteinas de la base de datos SWISS 2D-PAGE.
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Para esto se utilizd una herramienta computacional facilitada por el SIB (MAKE

2D-DB 11'8), y se obtuvo los elementos necesarios para su implementacion.

Reconocimiento de la estructura relacional de la Base de Datos SWISS
2D-PAGE: Gracias a la ayuda proporcionada por la Dra. Christine Hoogland y
el Dr. Khaled Mostaguir del Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) se tuvo
acceso a la informacién concerniente al diagrama relacional de la base de
datos SWISS 2D-PAGE.

Asimilacién de la herramienta MAKE 2D-DB Il: MAKE 2D-DB Il es la
herramienta utilizada para la generacién de la base de datos local. Con base en
la informacion publicada en el servidor Expasy sobre MAKE 2D-DB Il se
instalaron los componentes necesarios para el correcto funcionamiento de esta
herramienta, que se ejecuta en un sistema operativo basado en UNIX(GNU-

Linux, por ejemplo).

Adquisicién de los archivos fuente de la base de datos: La base de datos
SWISS 2D-PAGE es una base de datos con copyright que exime de algun
costo a entidades educativas y entidades sin &nimo de lucro, por lo que fue
posible acceder a los archivos fuente de la base de datos, en formato de la
herramienta Melanie Viewer*®(archivos .mel), de donde se obtuvieron las
imagenes de los geles utilizados en el montaje y las anotaciones sobre las

proteinas encontradas.

18 Herramienta utilizada por el Instituto Suizo de Bioinformatica para la generacién de

bases de datos relacionales con informacion experimental sobre proteinas encontradas por

medio de electroforesis 2D. La versidn utilizada por los autores del proyecto fue la 2.50.

19 Herramienta privativa para el estudio de imagenes de electroforesis 2D utilizada por el

Instituto Suizo de Bioinformética. La version utilizada por los autores del proyecto fue la 5.02.
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Generacion de archivos de texto plano a partir de los archivos fuente: La
herramienta Melanie Viewer en su version 5.02 permite la exportacion de las
anotaciones de proteinas encontradas en los diferentes geles mediante
archivos de texto plano. De esta manera el conjunto de imagenes de los geles
y las anotaciones relacionadas con cada gel permitié la generacion de la base
de datos local con la informacion perteneciente a la base de datos SWISS 2D-
PAGE.

Implementacion de la Base de datos local: MAKE 2D-BD Il genera
automaticamente la base de datos relacional al a partir de diferentes tipos de

datos fuente?°(en nuestro caso, .png y .txt).

7.3 ELABORACION DEL PRIMER PROTOTIPO

En esta etapa se desarroll6 el primer prototipo de la aplicacion, que incluia las
rutinas necesarias para la consulta en la base de datos, y su presentacion a los
usuarios para su uso Yy revision. De esta manera se establecieron nuevos
requerimientos que fueron implementados en el siguiente prototipo junto con

los modulos siguientes.

Identificacion de requerimientos conocidos: A través de entrevistas con los
usuarios a los que va destinada la herramienta (estudiantes y profesionales del
grupo de investigacion en bioquimica e ingenieria de proteinas de la UIS), se

definieron los primeros requerimientos del software desarrollado.

20 MAKE 2D-DB Il permite la utilizacion de diferentes tipos de archivos fuente, entre los

gue se encuentran exportaciones xml, archivos de texto plano .txt para anotaciones sobre

imagenes, archivos de texto plano .dat. En cuanto a imagenes admite formatos .png y .gif.
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Conceptualizacion suplementaria: En esta etapa se inicié la adquisicion del
entorno de desarrollo usado (Netbeans IDE), al igual que la informacién
relacionada con el lenguaje de programacién utilizado (JAVA), el
establecimiento del mecanismo de conexion a la base de datos y la generacion
de la pagina php para este fin.

Desarrollo del modelo de trabajo: En esta fase se realizd el desarrollo del
primer prototipo de la herramienta, siguiendo los requerimientos obtenidos y

utilizando los componentes antes descritos.

Presentacion del prototipo para uso y revision por parte de los usuarios:
El usuario recibi6 el prototipo desarrollado e hizo las recomendaciones para el
mejoramiento de la herramienta, que fueron tenidas en cuenta para la
elaboracién del prototipo final.

7.4 ELABORACION DEL PROTOTIPO FINAL

En esta segunda fase de elaboracién de prototipo, se implementaron las
correcciones y los nuevos requerimientos expresados por los usuarios en la
revision del primer prototipo. Ademas se incluyeron las rutinas para la
interpretacion de la imagen y el calculo del porcentaje de similitud, establecido

en el algoritmo disefiado.

Identificacion de nuevos requerimientos: Recopilacion de nuevos

requerimientos expresados por los usuarios tras la experiencia del uso del

primer prototipo.

Conceptualizacién suplementaria: Se hizo la instruccion en el uso de las

librerias de tratamiento de imagenes necesarias (Java Advanced Imaging), y el

disefio del algoritmo de calculo del porcentaje de similitud.
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Desarrollo del modelo de trabajo: Implementacibn de rutinas de
interpretacion de imagenes y del algoritmo para el célculo del porcentaje de

similitud.

Presentacion del prototipo final.

7.5 PRUEBAS Y RESULTADOS

7.5.1 PRUEBAS A LA HERRAMIENTA'Y LA BASE DE DATOS

El calculo del error es muy importante para determinar el nivel de precision que
la herramienta maneja en la generacion de los valores de punto isoeléctrico y

masa molecular, ya que define la exactitud misma del algoritmo planteado.

En la imagen presentada a continuacion se muestra la tabla de resumen del
error relativo y absoluto encontrado al calcular el valor de punto isoeléctrico y
masa molecular para algunas proteinas escogidas al azar en 10 mapas (geles)
de referencia de la base de datos SWISS 2D-PAGE, para asi obtener un valor
de error relativo promedio total (el ANEXO A contiene las tablas de las pruebas
por cada mapa). Para el desarrollo de esta prueba se escogié una proteina al
azar en uno de los mapas de referencia de la SWISS 2D-PAGE y se
compararon los valores almacenados en dicha base de datos con los valores
que presentaba la herramienta al seleccionar la ubicacién del mismo spot en el

gel.

PRUEBA DE ERROR RELATIVO Y ABSOLUTO
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ERROR ERROR ABE::SJI?I' 0
MAPA RELATIVO ABSOLUTO PROMEDIO
PROMEDIO PROMEDIO [Pi]
[Mw]

ARABIDOPSIS THALIANA 1,180885536 0,01125 1,42275
DICTYSLUG 0,350109923 0,01625 0,09025
ECOL 1,437643816 0,04375 1,053625
BAT-MOUSE 1,282075151 0,0275 0,83125
YEAST 0,372565968 0,025 0,129625
HUMAN-KIDNEY 0,739323974 0,02375 0,252
STAPHYLOCOCCUS 0,604941082 0,04 0,14
MUSCLE-MOUSE 0,870729773 0,00875 0,3845
LYMPHOCYTE 0,121891786 0,005 0,04575
HUMAN-LIVER 0,907371668 0,0275 0,725125

| PROMEDIO 0,786753868 0,023 0,5078875

Tabla 1. Resultados de las pruebas de error relativo y absoluto aplicados a la
herramienta RAZE-2D.

El error se calcul6 de la siguiente manera:
Error Absoluto:

Ea= |Valor medido - Valor exacto | (4)
Error Relativo:

Ea
Er =

Valor exacto
(5)
Para los errores calculados, comparando el desempefio de la herramienta
frente a datos tomados de la base de datos (Swiss2DPage) y frente a los datos
generados por otra herramienta (ver Seccion 7.5.2), se realizd un andlisis y se

generaron conclusiones que son expuestas en la seccién 7.5.3.
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7.5.2 PRUEBAS COMPARATIVAS CON OTRA HERRAMIENTA

El desempefio de la Raze2D es comparado con el desempefio de otra
PDQUEST Advanced), mediante la

comparacion de los valores generados de punto isoeléctrico y masa molecular

herramienta (de caracter comercial,

en geles de muestra proporcionados el Grupo de Investigacion en Bioquimica e

Ingenieria de Proteinas de la Universidad Industrial de Santander.

PRUEBA DE ERROR RELATIVO Y ABSOLUTO

HERRAMIENTA UTILIZADA: PDQUEST ADVANCED

MAPA ERROR RELATIVO ERROR ABSOLUTO ERROR ABSOLUTO
PROMEDIO PROMEDIO [Pi] PROMEDIO [Mw]
EPIMASTIGOTES 0,576092838 0,028333333 0,7185
EPIMASTIGOTES 338 0,574323856 0,038333333 0,365833333

PROMEDIO 0,575208347 0,033333333 0,542166667

Tabla 2. Error encontrado entre Raze2D y PDQUEST Advanced

7.5.3 ANALISIS DE LOS ERRORES Y CONCLUSIONES

El error encontrado en los geles, se produce por la sensibilidad del mouse y el
manejo que el usuario le da al software, ya que el calculo del punto isoeléctrico

y la masa molecular de un spot se basa en la ubicacion que el mismo usuario le
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dé al spot, que es sefialado mediante un clic en la imagen, y cualquier variacion
en la posicién del puntero del mouse, significa una variacion en la posicion en
la imagen y por consiguiente, una variacion en la posicién en los pixeles en el
eje horizontal y vertical, que son los utilizados por el algoritmo para el calculo

del punto isoeléctrico y la masa molecular.
El procedimiento realizado fue el siguiente:

Para el calculo del error frente a la base de datos, se utilizaron las imagenes
de geles contenidas la base de datos Swiss2DPage. Se analizaron en la
herramienta, colocando siete marcadores proporcionados por el Grupo de
Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de Proteinas, y basados en la
ubicacion proporcionada por el sitio web de la base de datos Swiss2DPage de
Suiza: http://www.expasy.org/ch2d/ seleccionamos los spots correspondientes

a las proteinas a las cuales calcular el punto isoeléctrico y la masa molecular.

Para el célculo del error frente a otra herramienta, se utiliz6 la herramienta
gue normalmente emplea el Grupo de Investigacion en Bioquimica e Ingenieria
de Proteinas, PDQUEST Advanced. Se sleccionaron 2 imagenes de geles al
azar y con los marcadores utilizados por la herramienta, se interpretaron las
imagenes en Raze2D, escogiendo los spots identificados por PDQUEST vy se

tabularon los resultados de dichos analisis (ver ANEXO A).

Los errores absoluto y relativo generados en los calculos realizados por la
herramienta, se consideran aceptables por los usuarios, y segun la evaluacion
de la satisfaccion del usuario (Ver ANEXO F) realizada por un experto, Dr.
Rodrigo Torres Séez, el calculo de los parametros generado por la herramienta

es util.

Se realizé una evaluacion por parte del usuario final, donde se presentaron sus
apreciaciones acerca de la herramienta, mediante valores cuantitativos, de 1 a

5 (con 5 como maxima nota), y fue llevada a cabo por Rocio del Pilar Nifio,
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estudiante de Maestria en la escuela de Quimica de la Universidad Industrial
de Santander (Ver ANEXO F).
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo es la muestra irrefutable de la capacidad de la ingenieria de
sistemas de extender su campo de accién hacia la investigacion y la
generacion de nuevo conocimiento a traves del trabajo interdisciplinario desde
el andlisis de los procesos y la generacion de algoritmos que faciliten la labor

investigativa en la universidad, asi como el apoyo informatico.

La utilizacion de nuevos y mas potentes lenguajes de programacion y de
entornos de desarrollo, como en este caso JAVA y Netbeans, hace posible dar
continuidad a los procesos de desarrollo de software en cualquiera de sus

areas de influencia, desde la educacion hasta la investigacion.

El prototipado evolutivo se convierte en una herramienta metodolégica
importante para el desarrollo de software del cual es dificil establecer con
claridad los requerimientos del sistema, y permite que el desarrollo de la
herramienta se continle con mejoras y nuevos requerimientos proporcionados

por los usuarios, para darle continuidad al proyecto aqui prese ntado.

Con el desarrollo de este trabajo se logré la generacién de la herramienta
computacional RAZE-2D, al igual que una base de datos local con una réplica
de la informacion contenida en la base de datos SWISS-2DPAGE del Instituto
Suizo de Bioinformatica, y brindando a los usuarios una verdadera opcién de
andlisis cuantitativo de imagenes de electroforesis en 2D vy la interpretacion de

la posibilidad de ser encontradas proteinas nuevas.

Se brinda un enfoque a la interpretacién de los 'spots' encontrados en las

imagenes de electroforesis en 2D, a través de la incorporacion de un “sistema

de coordenadas” capaz de cuantificar la cercania de las proteinas encontradas

en una consulta a la base de datos con los datos interpretados por la
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herramienta computacional y los rangos de consulta seleccionados por el

usuario.

La fundamentacibn matematica presente en el estudio de la ingenieria de
sistemas UIS, es un gran soporte para la generacion de algoritmos que faciliten
la labor interpretativa de los investigadores, con la posibilidad de establecer
métodos cada vez mas rapidos y con mas precision en la informacion

generada.

La adquisicién de herramientas computacionales de caracter libre, como es el
caso de MAKE 2D-DB I, que se rigen por los nacientes estandares para el
almacenamiento de la informacion relacionada con las proteinas identificadas
experimentalmente en procesos de electroforesis 2D a través de archivos de
texto plano, permite la incorporacién de nuevos estudios y la posibilidad de su
presentacién al mundo y a la comunidad cientifica internacional, de una manera

comprensible.

Es un gran orgullo presentar como conclusion el hecho de existir una
posibilidad de que Colombia sea el primero en Latinoamérica en generar
resultados de analisis de proteinas y estudios sobre proteinas nuevas
identificadas y publicadas en la base mundial de proteinas UniProt, y en la
base de datos SWISS 2D-PAGE, a través del uso de la herramienta MAKE 2D-
DB Il.

El trabajo realizado con el desarrollo de este proyecto establece el punto de
partida para el trabajo conjunto entre el Grupo de investigacion en Ingenieria
Biomédica-GIIB y el Grupo de Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de
Proteinas, en el desarrollo de herramientas computacionales que colaboren en

las labores investigativas dentro de la Universidad Industrial de Santander.
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Es importante reconocer la importancia de darle apoyo computacional a los
procedimientos y técnicas y de esta manera mejorar su aplicabilidad en la

academiay la investigacion.
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9. RECOMENDACIONES

o Siguiendo el modelo metodoldgico escogido, se debe continuar en la
generacién de nuevos prototipos, recogiendo los nuevos requerimientos del
sistema basados en la experiencia del usuario al trabajar con la herramienta
RAZE-2D. Estas mejoras incluyen la generacién de rutinas para el calculo del
punto isoeléctrico a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina,
posibilitando asi el uso de la base de datos mundial UniProt; incluir la
interpretacion de imagenes de electroforesis en una sola dimension, y el
desarrollo de mecanismos para el analisis y comparacion de imagenes de

varios geles de electroforesis graficamente.

o Es importante continuar con el seguimiento al desarrollo de nuevos
prototipos del software y comenzar con la tarea de generar imagenes de
electroforesis propias, basadas en estudios hechos en los laboratorios de
bioguimica de la UIS y almacenar toda esa informacién en la base de datos

local.

o Como una segunda fase del proyecto, y continuando con el uso de la
herramienta MAKE 2D-DB I, es posible la generacion de un sitio web para el
acceso a la base de datos local, y que éste acceso no se haga solamente

desde el software desarrollado hasta ahora.

o Apoyar las labores conjuntas entre los diferentes grupos de
investigacion de la universidad, e incluso con entidades externas, como una
forma de cumplir con la misién de la universidad refiriendonos al trabajo

interdisciplinario y las relaciones con el exterior.
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ANEXO A. TABLAS DE PRUEBAS DE ERROR DE RAZE-2D.

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

Nombre del mapa

ARABIDOPSIS THALUANA

analizado:
Fecha: 22/12/2008
BASE DE
NOMBRE DEL PROTEINA DATOS SWISS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA RELATIVO ABSOLUTO
2D-PAGE
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,26 5,26 0 0
P37702
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 62,957 68,57 8,915609067 5,613
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,15 6,22 1,138211382 0,07
050008
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 76,088 80,85 6,25854274 4,762
Punto Isoeléctrico
| 5,64 5,64 0 0
(pl) 003042
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 51,074 51,12 0,090065395 0,046
Punto Isoeléctrico
(pl) — 5,13 5,13 0 0
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 43,852 44,29 0,998814193 0,438
Punto Isoeléctrico
(pl) P10896 5,01 5,01 0 0
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 47,034 47,21 0,374197389 0,176
Punto Isoeléctrico
(pl) P27140 5,71 5,71 0 0
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 28,62 28,61 0,034940601 0,01
PROMEDIO 1,484198397
Ea [Pi] 0,011666667
Ea [Mw] 1,840833333

Tabla 3. Error para el mapa ARABIDOPSIS THALIANA
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

, DICTYSLUG
analizado:
Fecha: 22/12/2008
BASE DE
NOMBRE DEL PROTEINA DATOS SWISS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA RELATIVO ABSOLUTO
2D-PAGE
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,88 6,87 0,145348837 0,01
P46800
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 30,813 31,024 0,684775906 0,211
Punto Isoeléctrico
| 6,4 6,45 0,78125 0,05
(pl) P29447
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 10,202 10,272 0,686139973 0,07
Punto Isoeléctrico
(pl) P02887 6,26 6,29 0,479233227 0,03
Masa
Mole cular(Mw/[KDa]) 27,201 27,201 0 0
Punto Isoeléctrico
(pl) P16642 4,88 4,88 0 0
Masa
Mole cular(Mw/[KDa]) 10,777 10,768 0,083511181 0,009
Punto Isoeléctrico
(p!) P34121 5,06 5,06 0 0
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 14,864 14,797 0,450753498 0,067
Punto Isoeléctrico
(pl) P02887 6,54 6,53 0,152905199 0,01
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 27,139 27,201 0,228453517 0,062
PROMEDIO 0,307697612
Ea [Pi] 0,016666667
Ea [Mw] 0,069833333

Tabla 4. Error para el mapa DICTYSLUG
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: ECOU
Fecha: 22/12/2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE ) RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,84 6,9 0,877192982 0,06
POA7F3
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 16,989 15,532 8,576137501 1,457
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,64 5,66 0,354609929 0,02
POA8SMO
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 92,858 96,047 3,434275991 3,189
Punto Isoeléctrico
(p!) P63284 5,3 5,3 0 0
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 88,421 91,393 3,361192477 2,972
Punto Isoeléctrico
(pl) POA7S6 6,13 6,22 1,468189233 0,09
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 35,391 35,256 0,381452912 0,135
Punto Isoeléctrico
(pl) POAGPY 5,34 5,34 0 0
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 46,601 46,511 0,193128903 0,09
Punto Isoeléctrico
(p!) POAGPL 5,16 5,15 0,19379845 0,01
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 33,686 33,415 0,804488512 0,271
PROMEDIO 1,637038907
Ea [Pi] 0,03
Ea [Mw] 1,352333333

Tabla 5. Error para el mapa ECOLI
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

. BAT-MOUSE
analizado:
Fecha: 22/12/2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(pl) 4,29 4,31 0,466200466 0,02
P14211
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 54,136 54,295 0,293704744 0,159
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,58 5,58 0 0
P07724
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 62,343 62,842 0,800410632 0,499
Punto Isoeléctrico
(pl) 8,66 8,67 0,115473441 0,01
P04117
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 12,742 12,72 0,172657354 0,022
Punto Isoeléctrico
(pl) 7,61 7,59 0,262812089 0,02
P02088
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 12,093 12,076 0,140577193 0,017
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,08 5,05 0,590551181 0,03
P12787
Masa
Mole cular(Mw/[KDa]) 12,037 12,01 0,224308382 0,027
Punto Isoeléctrico
(pl) P63017 4,99 4,98 0,200400802 0,01
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 38,586 39,359 2,003317265 0,773
PROMEDIO 0,439201129
Ea [Pi] 0,015
Ea [Mw] 0,2495

Tabla 6. Error para el mapa BAT-MOUSE
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

. YEAST
analizado:
Fecha: 22/12/2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASEDE ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA DATOS SWISS RAZE-2D RELATIVO ABSOLUTO
2D-PAGE
Punto Isoeléctrico
(p!) PO0330 6,6 6,57 0,454545455 0,03
Masa
Molecular(Mw([KDa]) 41,097 41,215 0,287125581 0,118
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,65 6,63 0,30075188 0,02
P00358
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 32,035 32,158 0,383955049 0,123
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,9 5,9 0 0
P06169
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 58,619 58,655 0,061413535 0,036
Punto Isoeléctrico
| 8,73 8,82 1,030927835 0,09
(pl) PO0950
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 25,384 25,175 0,823353293 0,209
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,69 6,68 0,149476831 0,01
P00330
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 40,924 41,058 0,327436223 0,134
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,75 5,74 0,173913043 0,01
P14540
Masa
Molecular(Mw/[KDa]) 36,899 37,034 0,365863574 0,135
PROMEDIO 0,363230192
Ea [Pi] 0,026666667
Ea [Mw] 0,125833333

Tabla 7. Error para el mapa YEAST
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: KIDNEY
Fecha: 22 DEDICIEMBRE DE 2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE ) RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
| 4,99 4,97 | 0,400801603 0,02
(pl) p06576
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 48,24 48,22| 0,04145937 0,02
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,26 5,18 1,520912548 0,08
P60709
Masa
Molecular(Mw([KDa]) 41,60 42,35 1,802884615 0,75
Punto Isoeléctrico
| 5,37 5,39| 0,372439479 0,02
(pl) P30101
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 52,20 52,32 0,226044979 0,12
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,86 6,87 0,145772595 0,01
P04179
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 22,28 21,82 2,064631957 0,46
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,81 6,81 0 0,00
P00367
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 48,50 48,45 0,103092784 0,05
Punto Isoeléctrico
| 5,36 5,31| 0,932835821 0,05
(pl) P22352
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 22,79 22,51 1,211270078 0,28
PROMEDIO 0,551384114
Ea [Pi] 0,03
Ea [Mw] 0,279

Tabla 8. Error para el mapa HUMAN-KIDNEY
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: STAPHYLOCOCCUS
Fecha: 22 DE DICIEMBRE DE 2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS ERROR ERROR
RAZE-2D RELATIVO
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE (%) ABSOLUTO
0
Punto Isoeléctrico
(pl) 4,990 4,990 0,000 0,000
P99157
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 19,702 19,719 0,086 0,017
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,760 5,760 0,000 0,000
P99128
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 61,744 62,059 0,510 0,315
Punto Isoeléctrico
| 4,780 4,500 5,858 0,280
(pl) P99083
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 67,907 68,110 0,299 0,203
Punto Isoeléctrico
(pl) P99115 6,120 6,140 0,327 0,020
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 57,996 57,637 0,619 0,359
Punto Isoeléctrico
(p!) P99098 5,010 5,010 0,000 0,000
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 22,611 22,594 0,075 0,017
Punto Isoeléctrico
(pl) P99070 5,460 5,460 0,000 0,000
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 32,616 32,560 0,172 0,056
PROMEDIO 0,497
Ea [Pi] 0,05
Ea [Mw] 0,16

Tabla 9. Error para el mapa STAPHYLOCOCCUS
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: MUSCLE-MOUSE
Fecha: 22 DE DICIEMBRE DE 2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE ) RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,760 5,760 0,000 0,000
P70402
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 63,521 64,594 1,689 1,073
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,270 5,240 0,569 0,030
P99041
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 42,937 43,279 0,797 0,342
Punto Isoeléctrico
| 7,200 7,190 0,139 0,010
(pl) P02088
Masa
Mole cular(Mw[KDa ) 11,731 11,875 1,228 0,144
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,040 5,040 0,000 0,000
P05977
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 23,161 23,015 0,630 0,146
Punto Isoeléctrico
(pl) P58771 4,810 4,790 0,416 0,020
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 33,858 33,803 0,162 0,055
Punto Isoeléctrico
(pl) P32848 4,840 4,840 0,000 0,000
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 12,935 12,999 0,495 0,064
PROMEDIO 0,383
Ea [Pi] 0,01
Ea [Mw] 0,304

Tabla 10. Error para el mapa MUSCLE-MOUSE
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: LYMPHOCYTE
Fecha: 22 DEDICIEMBRE DE 2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(pl) R 5,030 5,030 0,000 0,000
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 23,952 24,013 0,255 0,061
Punto Isoeléctrico
(p!) P62937 7,820 7,830 0,128 0,010
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 17,900 17,901 0,006 0,001
Punto Isoeléctrico
| 4 4 21 1
(p!) P07237 ,650 ,660 0,215 0,010
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 43,614 43,657 0,099 0,043
Punto Isoeléctrico
(pl) 7,890 7,890 0,000 0,000
P04075
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 37,732 37,724 0,021 0,008
Punto Isoeléctrico
(pl) 7,370 7,360 0,136 0,010
P06733
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 42,232 42,249 0,040 0,017
Punto Isoeléctrico
(pl) 7,860 7,860 0,000 0,000
P22626
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 34,149 34,075 0,217 0,074
PROMEDIO 0,070
Ea [Pi] 0,005
Ea [Mw] 0,034

Tabla 11. Error para el mapa LYMPHOC YTE-HUMAN
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Nombre del mapa

FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE

analizado: LIVER
Fecha: 22 DEDICIEMBRE DE 2008
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE ) RELATIVO ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
| 1 1 162 1
(pl) P31929 6,190 6,180 0,16 0,010
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 145,434 145,186 0,171 0,248
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,800 5,790 0,172 0,010
p02768
Masa
Molecular(Mw([KDa]) 66,471 70,979 6,782 4,508
Punto Isoeléctrico
| 4,500 4,510 0,222 0,010
(pl) P30049
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 13,244 13,216 0,211 0,028
Punto Isoeléctrico
(pl) 5,380 5,430 0,929 0,050
P02766
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 13,732 13,708 0,175 0,024
Punto Isoeléctrico
(pl) 6,850 6,950 1,460 0,100
P68871
Masa
Mole cular(Mw[KDa1) 12,558 12,464 0,749 0,094
Punto Isoeléctrico
| 6,300 6,330 0,476 0,030
(pl) PO0738
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 15,953 15,891 0,389 0,062
PROMEDIO 0,744
Ea [Pi] 0,035
Ea [Mw] 2,822666667
Tabla 12. Error para el mapa HUMAN-LIVER
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FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE (PDQUEST ADVANCED)

Nombre del mapa

analizado: EPIMASTIGOTES
Fecha: 05 DE ENERO DE 2009
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE RELATIVO(%) ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(pl) 1 5,900 5,950 0,847 0,050
Masa
Molecular(Mw([KDa]) 76,200 77,815 2,119 1,615
Punto Isoeléctrico
(p!) ) 5,700 5,690 0,175 0,010
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 72,100 72,298 0,275 0,198
Punto Isoeléctrico
(pl) 3 5,500 5,520 0,364 0,020
Masa
Molecular(Mw([KDa]) 67,700 68,464 1,129 0,764
Punto Isoeléctrico
(pl) 4 5,500 5,500 0,000 0,000
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 59,900 60,291 0,653 0,391
Punto Isoeléctrico
(pl) s 5,500 5,480 0,364 0,020
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 63,600 63,667 0,105 0,067
Punto Isoeléctrico
(pl) 6 5,400 5,470 1,296 0,070
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 67,500 68,776 1,890 1,276
PROMEDIO 0,576
Ea [Pi] 0,028333333
Ea [Mw] 0,7185

Tabla 13. Error para el mapa EPIMASTIGOTES con PDQUEST ADVANCED
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FORMATO DE EVALUACION DE LOS PARAMETROS 2D-PAGE (PDQUEST ADVANCED)

Nombre del mapa

analizado: EPIMASTIGOTES 338
Fecha: 05 DE ENERO DE 2009
NOMBRE DEL PROTEINA BASE DE DATOS RAZE-2D ERROR ERROR
PARAMETRO ANALIZADA SWISS 2D-PAGE RELATIVO(%) ABSOLUTO
Punto Isoeléctrico
(p!) 1 5,400 5,450 0,926 0,050
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 45,000 44,890 0,244 0,110
Punto Isoeléctrico
(p!) ) 5,400 5,390 0,185 0,010
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 46,100 45,450 1,410 0,650
Punto Isoeléctrico
(pl) 3 4,900 4,970 1,429 0,070
Masa
Mole cular(Mw([KDa]) 50,100 49,560 1,078 0,540
Punto Isoeléctrico
(pl) 4 5,000 5,000 0,000 0,000
Masa
Molecular(Mw[KDa]) 50,000 49,560 0,880 0,440
Punto Isoeléctrico
(p!) 5,000 5,030 0,600 0,030
Masa >
Molecular(Mw[KDa]) 43,400 43,250 0,346 0,150
Punto Isoeléctrico
(pl) 6 5,000 5,070 1,400 0,070
Masa
Mole cular(Mw[KDa]) 44,100 43,795 0,692 0,305
PROMEDIO 0,574
Ea [Pi] 0,038333333
Ea [Mw] 0,365833333

Tabla 14. Error para el mapa EPIMASTIGOTES 338 con PDQUEST
ADVANCED
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ANEXO B. CASOS DE USO

DESCRIPCION DE LOS CASOS DE USO

ADMINISTRADOR

Preparar Datos: El administrador prepara los datos de acuerdo a una
de las tres formas existentes en preparar los datos segun el SIB.
Configurar Datos: El administrador configura los datos de acuerdo a la
herramienta Make2D-DB II.

Ingresar al sistema: El administrador puede ingresar al servidor de
base de datos por medio de un usuario y contrasefia.

Agregar usuario: El administrador agrega un usuario nuevo para que
pueda realizar la consulta a la base de datos.

Actualizacion registros: EIl administrador restaura los registros de la
base de datos basados en los nuevos registros proporcionados por el

SIB (Instituto Suizo De Bioinformatica).

USUARIO INVESTIGADOR

CASO DE USO: ANALISIS DEL GEL 2D.

Ingresar a la herramienta: Cualquier usuario puede ingresar a la
herramienta ya que es de caracter libre y es el Unico rol que necesita la
herramienta sin necesidad de contrasefia alguna.

Abrir Gel: El usuario investigador abre una imagen resultante
del proceso de electroforesis para su posterior analisis.

Ingresar Datos Iniciales: EI usuario ingresa los datos iniciales
correspondientes al gel que se desea analizar y el respectivo nimero de

marcadores.
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Ingresar Marcadores: El usuario ingresa los respectivos valores de
punto isoeléctrico y masa molecular de las proteinas conocidas
(marcadores).

Generar escalas: Genera la escala bidimensional (punto isoeléctrico y
masa molecular) correspondiente al gel.

Cambiar Visualizacion Gel: El usuario cambia la visualizacion de la
imagen del Gel en las opciones disponibles por la herramienta (Escala
de Grises, Negativo).

Filtracion de la Imagen: El usuario filtra la imagen para eliminar ruido
presente en la imagen.

Ingresar Spots:  El usuario hace clic en el gel donde se desee
conocer su respectivo valor de punto isoeléctrico y masa molecular.
Analizar Spot: El usuario encuentra el porcentaje de similitud que
tiene el spot sefialado con alguna proteina de la base de datos
Swiss2DPage.

Guardar Informacion Spot: El usuario guarda en un archivo de
texto los valores de punto isoeléctrico y masa molecular generados para
cada spot.

Consultar Proteina Encontrada: El usuario consulta sobre la proteina
mas cercana al spot sefialado toda la informacion relacionada a dicha
proteina.

Guardar Informacién Proteina: El usuario guarda la informacion de las
proteinas mas cercanas correspondiente al spot analizado.

Guardar Gel: El usuario guarda la imagen del gel con cada uno de

Sus spots sefalados en dicho gel.

CASODE USO: CONSULTAS EN LAS BASE DE DATOS.

Consultar Base Datos Swiss2DPage: El usuario consulta las proteinas

existentes en los 36 mapas (geles) de Swiss2DPage.
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e Consultar Base Datos Uniprot: El usuario consulta la informacion

relacionada a cualquier proteina que desee conocer de la base de datos

Uniprot.

DIAGRAMAS DE CASOS DE USO

Preparar Datos
Configurar
Datos

Ingresar al
Sistema
Agregar Usuario
Actualizar
Registros

Administrador

FIGURA 29. Diagrama de casos de uso del Administrador
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FIGURA 30. Diagrama de caso de uso consulta en la base de datos Usuario

Investigador
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FIGURA 31. Diagrama de caso de uso analisis del gel 2D de Usuario
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ANEXO C. GENERACION DE LA BASE DE DATOS SWISS2DPAGE

Fase de Construccion

La dltima version de la herramienta Make2D-DBII, modificada por Khaled
Mostaguir para aspirar al grado de Doctor de Ciencias en la Universidad de
Génova®! estd hecha en el lenguaje perl junto con los datos proteémicos

suministrados ayuda a generar un servidor web y una base de datos relacional
con dichos datos.

Gracias a la herramienta Make2D-DBIl se genera la base de datos
Swiss2DPage en el sistema gestor de base de datos PostgreSQL él cual
consta de cuatro esquemas en el que constituye la informacion total de la base

de datos. Los cuatros esquemas son:

» Core: Este es el esquema central que contiene todos los datos. Posee
todas las relaciones y refleja el modelo de datos casi en su totalidad.
Este esquema es autosuficiente ya que posee todos los datos vy las
operaciones requeridas para el comportamiento de la base de datos.
Contiene datos privados que solo el administrador y los usuarios
privilegiados pueden modificar.

» Public: La estructura del esquema publico es un reflejo del esquema
Core (todos los indices y relaciones), pero sin las operaciones, los
procedimientos, las asociaciones y las limitaciones del esquema Core.
Un usuario normal s6lo puede acceder a los datos del esquema public.

» Common: Este esquema contiene unos procedimientos comunes para

los anteriores esquemas. El esquema Core y Common constituyen en

2 Documento PhD de Khaled Mostaguir. http://mordor.isb-

sib.ch/make2ddb/readme/ Thesis%20-%20Make 2D-DB -11-%20K hale d%20Mostaguir. pdf
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conjunto la totalidad del modelo de datos y por lo tanto son
autosuficientes. EI esquema Common tiene una sola tabla, con una
Unica tupla, que se relaciona con la base de datos de identidad y estado
actual.

Log: La funcion de este esquema es la de registrar cualquier
modificacion de datos aplicado al esquema Core. Cualquier tupla
(registro) borrado o modificado se reporta aqui. EI esquema Log
contiene una copia de todas las relaciones del esquema Core. Cada
tabla tiene tres adicionales atributos: modificationDate enunciando
cuando ha ocurrido la modificacién, update OrDeleted indicando cuando
los datos han sido actualizados o eliminados y userModifiedName

indicando el nombre del usuario que hizo la modificacion. Como el

esquema public no tiene ni asociaciones y operaciones.

Direccion URL para acceder a los distintos esquemas

implementados

« El esquema core:

http://world-

2dpage.expasy.org/make2ddb/database_schemal/core_schema.html
*» El esquema public:

http://world-
2dpage.expasy.org/make2ddb/database_schema/public_schema.html

« El esquema common:

http://world-

2dpage.expasy.org/make2ddb/database schema/common_schema.html
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« El esquemalog:

http://world-

2dpage.expasy.org/make2ddb/database schemal/log_schema.html

« Todos los esquemas:

http://world-2dpage.expasy.org/make2ddb/database _schema/all.html
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Tablas y campos de la base de datos

Como ya se ha explicado anteriormente, el esquema core es el que contiene la
totalidad de la informacion. El esquema posee 27 tablas, algunas relacionadas
con la informacion protedmica y otras tablas relacionadas con las rutas de
imagenes, autores, e informacion relacionada con el servidor web. Para las

consultas que realiza la herramienta fueron necesarias las siguientes tablas:

spot
spot
Columna Tipo de Dato No Nulo
spotid character varying (16) NOT NULL
gelid integer NOT NULL
mw integer NOT NULL
pi numeric(4,2)
xcoordinate integer
ycoordinate integer
odrelative real
volumerealtive real
userstamp character varying (128)
timestamp without time
update zone

Tabla 15. Spot de la Base de Datos Swiss2DPage.
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spotentry

entry

spotentry
Columna Tipo de Dato No Nulo
spotid character varying (16)
gelid integer
ac character varying (32) NOT NULL
fragment boolean
showflag boolean NOT NULL
showflagswitch boolean NOT NULL
userstamp character varying (128)

timestamp without time
update zone

Tabla 16. Spotentry de la Base de Datos Swiss2DPage.

entry

Columna Tipo de Dato No Nulo
ac character varying (32) NOT NULL
id character varying (32) NOT NULL
entryclass character varying (32)

identmethod character varying (16)

description text

releasecreation integer

subreleasecreation integer

genenames character varying (1024)

keywords character varying (1024)

organismid integer

organismstrain character varying (256)

entrychecksum Character (16)

showflag boolean

showflagswitch boolean

userstamp character varying (128)
timestamp without time

update zone

Tabla 17. Entry de la Base de Datos Swiss2DPage
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gel

gel
Columna Tipo de Dato No Nulo
gelid integer NOT NULL
melaniegeneratedid character varying (64)
shortname character varying (32) NOT NULL
fullname character varying (256)
dimension smallint
startpi numeric(4,2)
endpi numeric(4,2)
startmw bigint
endmw bigint
organismid integer
organismstrain character varying (256)
gelparentid integer
gelpreparationid integer
gelinformaticsid integer
bisourceinformaticsid | integer
showflag boolean
showflagswitch boolean
userstamp character varying (128)
timestamp without time
update zone

Tabla 18. Gel de la Base de Datos Swiss2DPage
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Diagrama de Entidad-Relacion

core.qrganism core.entry
organ!smld _ =
organismspecies id
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FIGURA 32. Diagrama de Entidad-Relacién de las tablas utilizadas de la Base

de Datos Swiss2DPage
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ANEXO D. MANUAL DE INSTALACION DE LA BASE DE DATOS CON
MAKE 2D-DB I

Texto basado en la documentacion oficial de la herramienta en el sitio web del

servidor Expasy:

http://www.expasy.org/ch2d/make2ddb/1.Readme_main.html.

La herramienta MAKE 2D-DB Il estd disefiada para funcionar en sistemas
operativos basados en UNIX (GNU-Linux) para la instalacion y montaje de
bases de datos, y para su correcta utilizacion es necesario instalar el lenguaje
PERL y unos médulos importantes para la interaccién del lenguaje con las
bases de datos y otros componentes. Es muy importante que antes de
comenzar el proceso, se tenga en cuenta que la instalacion de muchos de los
paguetes y modulos se deben hacer desde la cuenta de administrador del

sistema.

Antes de instalar los mdédulos de Perl es necesario instalar el POSTGRESQL,
esto se puede hacer a través de los gestores de paquetes (Synaptic, aptitude,
apt-get, yum, etc.), o visitando su sitio oficial de descargas en

http://www.postgresqgl.org/download/.

Con la instalacion del POSTGRESQL es necesario generar unas variables de
entorno (que se pueden colocar en el archivo /etc/environment) que apunten a
la ubicacion de las librerias de postgresgl y la carpeta donde se ha de crear la
base de datos, asi:

POSTGRES_LIB="/usr/lib/postgresql/8.3/lib"
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PGLIB="/usr/lib/postgresql/8.3/lib"
PGDATA="/usr/local/pgsql/data™*

Nota: es necesario crear la carpeta pgsqgl/data *(se escoje como ruta para la
instalacion de la base de datos) y cambiar el duefio de la carpeta al usuario de

la base de datos, a través del comando chown.
Agregar al PATH=/usr/lib/postgresql/8.3/bin

La instalacion de PERL se puede hacer mediante los mismos gestores de
paquetes en cualquier distribucion de Linux (y por lo general viene incluido en

la instalacion basica).

Desde el mismo gestor de paquetes se pueden instalar los siguientes

componentes:

libwww-perl
libxml-perl
libncurses5
libncurses5-dev
libreadline5
libreadline5-dev
libreadline5-dbg
tcl

readline-5.2
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Después de la instalacion de PERL se puede utilizar la consola para la
descarga e instalacion de los médulos, ejecutando la siguiente linea en una

terminal:
perl -MCPAN -e shell

El prompt del terminal cambia a una sesion en PERL. El primer modulo a
instalar es el de la actualizacion de los componentes e xistentes para el manejo

de los paquetes en perl mediante CPAN, asi:
install Bundle::CPAN

Como todas las instalaciones en Linux, es importante contar con una conexion
a internet para la descarga de los paquetes desde los repositorios, en este
caso los de CPAN. Por lo general la herramienta hace algunas preguntas
acerca de instalacion de otros paquetes faltantes, y es importante permitirle a la

herramienta hacer estas descargas e instalaciones.

Después de la actualizacion de los paquetes “basicos” de CPAN, se puede
proceder a la instalacion de los moédulos necesarios para el funcionamiento de
MAKE 2D-DB II.

install DBI

Si por alguna circunstancia no se ha podido instalar el modulo libwww-perl y el
libxml-perl desde el gestor de paquetes, se pueden instalar desde la consola de
PERL asi:

install XML::Parser::PerlSAX

install XML::Twig
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Si las variables de entorno quedaron bien definidas, se puede proceder a

instalar el médulo para la generacion de la base de datos:
install DBD::Pg
install Compress::Zlib

Ahora se debe inicializar el clister de la base de datos (si se coloca bien las
variables de entorno al inicio). Es importante tener presente que la cuenta de
postgres que inicialice el cluster de la base de datos se considerara la cuenta
duefia de la base de datos a generar, y las operaciones siguientes se haran

desde la misma cuenta.

Si la cuenta que ha de ser la duefia de la base de datos no es postgres, se
debe crear una nueva cuenta desde esta sesion de usuario, mediante la

siguiente sentencia SQL:

CREATE USER nombre_del_usuario WITH PASSWORD 'password_usuario'
CREATEDB CREATEUSER

Esta operacion no se debe realizar como root (Administrador), hay que hacerla
como un usuario sin privilegios especiales, por ejemplo: postgres, que es la

cuenta que se genera por defecto en la instalacion del PostgreSQL.

lusr/lib/postgresql/8.3/binfinitdb
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En la carpeta donde se ha de generar la base de datos (la que aparece en el
PGDATA) se encuentra un archivo llamado pg_hba.conf el cual hay que

modificar en las lineas des-comentadas para que quede de la siguiente forma:
local all all trust
host all all 127.0.0.1/32 trust
Seguido de esto se procede a arrancar el servidor de bases de datos:
nohup /usr/lib/postgresql/bin/postmaster -i
lusr/lib/postgresql/8.3/bin/createlang plpgsql templatel

A continuacion se puede proceder al uso de la herramienta, y se consigue
desde el sitio de descarga oficial en

http://www.expasy.org/ch2d/make2ddb.html.
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root@sistemas-desktop: /usr/local/make2db/Make2D-DB_Il

File Edit View Terminal Thhl Help

FIGURA 33. Instalando MAKE2D-DB I

Luego de adquirir la herramienta y descomprimirla en el lugar deseado, se

procede a su ejecucion, desde la consola de terminal:
perl make2db.pl -m config

Aparece entonces una interfaz como la mostrada en la FIGURA 33, la
herramienta es muy intuitiva, pero requiere que el usuario esté muy consciente
de las caracteristicas de la base de datos a generar, y solicita datos sobre el
tipo de fuente a utilizar, ya sea un archivo de texto plano, spreadsheets o
reportes XML; y las imagenes de los geles. De la misma manera la herramienta
solicita datos como la cuenta de postgres que ha de ser dueia de la base de
datos, el formato de los archivos de imagen, etc.
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Cuando se le han indicados todos los parametros necesarios a la herramienta,
se procede a la revision de los archivos utilizados como fuente para la

generacion de la base de datos:
perl make2db.pl -m check

La herramienta hace la revision de la consistencia de la informacion
suministrada por el usuario y si no encuentra ningun problema, se puede

proceder ya a la generacion de la base de datos, ast:
perl make2db.pl -m transform

De esta manera se procede a la generacion de una base de datos orientada a
objetos con la herramienta MAKE 2D-DB II.
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ANEXO E. MANUAL DE INSTALACION DE LA HERRAMIENTA RAZE-2D

RAZE-2D es una herramienta desarrollada en JAVA, por tanto es indispensable
gue se tenga correctamente instalada y configurada la maquina virtual de
JAVA.

El sitio de descarga oficial de Sun Microsystems es:
http://www.java.com/es/download/manual.jsp

El proceso de instalacion puede variar de un sistema operativo a otro, sin
embargo en el sitio oficial existe mucha informacion al respecto, y en diferentes

idiomas en:
http://www.java.com/es/download/help/5000010500.xml#selfextracting

En las diferentes distribuciones de Linux, existen varias formas de hacer la
instalacion del JRE (Java Runtime Environment), como son, adquirir los
archivos autoextraibles (RPM) o los binarios autoextraibles (.bin). Hay que
tener en cuenta que la tarea de instalacién es recomendable realizarla desde la
cuenta de administrador del sistema (root), y hacerla en una ruta que sea
accesible por todos los usuarios para que todas las otras cuentas tengan

acceso y puedan usar el JRE.

En cualquiera de los dos casos el archivo descargado tiene una extensién .bin.
Es necesario cambiarle los permisos al archivo descargado y afiadirle permisos

de ejecucion, con el comando:
chmod a+x jre-6u<version>-linux-i586.bin (autoextraible)

chmod a+x jre-6u<version>-linux-i586-rpm.bin (autoextraible RPM)
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Este comando se ejecuta desde una consola de terminal, y se recomienda que

sea realizado por el usuario administrador (root).

Ahora gque se tienen permisos de ejecucion para los archivos descargados, se

puede proceder en su instalacién, desde la consola de terminal:
Jjre-6u<version>-linux-i586.bin

Jjre-6u<version>-linux-i586-rpm.bin

En el caso de los rpm, es necesario un paso adicional para la instalacion:
rpm —iv jre-6u<version>-linux-i586.rpm

Para Windows el proceso es muy distinto, aunque existe un instalador para
descargar, y es muy intuitivo, no requiere ninguna experiencia ni conocimiento

en particular sobre la instalacion de programas.

i Configuracion de Java - Bienyenido L&]

Blenvenldo a Java™

Java mejorarh su experiencia en el uso de
Internet. La tecnologia Java puede ayodarle ya
sea a yigar, escuchar musica, recbr correo
electrdnioo en su teléforo movil, ver una cémara
web, aprender en genera y muchismas otras
0855,

[ Ver acuerdo de hcencia... |

Debe aceptar ef acuerdo de ficenxia hadendo clic en
el bobdn Aceptar para poder descargar el producto,

[TJMostrar panel con cpciones avanzadas [ Rechazar ¥ | aceptar> |

FIGURA 34. Imagen del instalador de Java
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Al ejecutar el instalador de Java en Windows aparece un acuerdo de licencia
(ver FIGURA 34) que el usuario debe aceptar para poder continuar con el

proceso.

| : i
i Configuracion de Jaya - Google

Barra Google y Google Desktop S‘[ n
netde programas gratutos con Java™ @ U

Barra Google para Internet Explorer
= Busque en la web con Google desde cualquier T
i O avs - R |
* Blquee los molestos pop-ups 1 ;
= Traduzca palabras ded ing¥s al espafiol {{Google « g v G o <!

[ Términos de uso } [ Polkica de privacidad ]

[} Google Desktop A S A
® Encuentre inmedistamente sus menssjes decomen (T DL @ emae
elactrénico, archivos, archivos multmedia e historialas % S
web
* Rzalice bisquedas drectamente desds su escritorio con la
barra del ezcritorio
[ Términos deuso | [ Poliica de privacidad |

Al instalar estas aplcaciones, acepta los términos de uso v I poltica de privacidad pertinentes.
Puade elminar estas apliacionas Faclimente en cualquler momeanto qus o deses,

L < ftras }l Siguierie > }

FIGURA 35. Opciones de la instalacion

Las opciones de instalacion, presentadas en la FIGURA 35, hacen referencia a
otros productos que la empresa Sun Microsystems ofrece junto con la
instalacion de Java, y que son complementos para el buscador Google que se
pueden afadir como barra de herramienta o como aplicacion en la barra de
tareas de Windows. Al terminar la instalacion aparece una ventana de
agradecimiento por la adquisicién del producto por parte de Sun Microsystems

(FIGURA 36).
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i Configuracion de Java - Completar @

Gracias.

Ha instalado Java correctamente, asi
como Google Toolbar,

Ya puede dsfrutar dz Intermet con
tecnologia Java. Descubrrd apicaciones
MEQos Java muy interesantes v
divertidos, Para cbtener méas informacian
sobre las funciones gue ofrece Java,
wisite java.com

FIGURA 36. Finalizando la instalacién

Java esta disponible para varios sistemas operativos: Windows, Mac, GNU-
Linux y Solaris. Gracias a ello se ha convertido en la mejor opcién a tomar por
los desarrolladores de software, ya que permite que los productos generados

sean muy portables.

Después de instalar JAVA, es necesario instalar las librerias de manejo de
imagenes que requiere RAZE-2D para funcionar (JAI: Java Advanced Imaging).
Estas librerias tienen sus propios instaladores y se distribuyen con la
herramienta. Sin embargo, en el caso de Linux, el proceso es un poco mas

largo, y se explica a continuacién.
Los binarios para la instalacion estan disponibles para descargar en
https://jai.dev.java.net/binary-builds.html

Nota: el procedimiento mencionado a continuacion es recomendable realizarlo

como usuario administrador del sistema (root).
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Cuando se tiene instalado el JRE de java, los archivos quedan guardados en
una ruta especfifica, a menos que la instalacién se haya hecho a mano y el

usuario haya escogido alguna otra ruta, esta ruta es:
lusr/lib/jvm/java-6-sun/jre

Ahora hay que ubicarse en la ruta mencionada, y desde ahi ejecutar los

siguientes comandos:

chmod u + x $ downloaddir/jai-1_1_3-lib-linux- $ ARCH-jre.bin

Esto significa que hay que colocarle permisos de ejecucion al archivo .bin
qgue se encuentra en la carpeta descargada en la direccion $downloaddir y
el archivo $ARCH es el que corresponde al archivo de la version de JAI que

se esta instalando (la descargada).

Después hay que ejecutar el archivo .bin desde la ubicacion especificada

anteriormente.

$downloaddirfjai-1_1_3-lib-linux-% $ $ ARCH-jre.bin
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ANEXO F. EVALUACION DE LA SATISFACCION DEL USUARIO

FORMATO DE EVALUACION PARA LOS PARAMETROS 2D-PAGE

Experto Evaluador: Dr. Rodrigo Torres Saez

Considera que el cilculo del parametro
es util
Parametro 2D-PAGE

SI NO

Punto isoeléctrico calculado

Masa molecular calculada

Lista de coincidencias en la base de datos por mapa

X
Lista de coincidencias en la base de datos en todos los
mapas X

Porcentaje de similitud

Firma:

FIGURA 37. Evaluacion por parte de un experto
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Para la evaluacion por parte del usuario final, el formato presentaba una casilla

para efectuar una valoracion cuantitativa (con5 como nota maxima).

- -

FORMATO DE EVALUACION DE SATISFACCION DEL USUARIO FINAL

Usuario: Wsia del Filur Nino Mogono.

REVISION DE LA PRESENTACION DE LA INTERFAZ

ACTIVIDAD VALORACION NOTAS ADICIONALES

1. slainterfaz muestra el
titulo correcto? 5

2. slas etiquetas de los
campos
corresponden a los 5
datos solicitados o
suministrados?

3. 3El tamafio de los
campos es el 5
adecuado?

4. 3Estan los controles
habilitados 5
comrectamente?

5. slos colores
presentados en la
interfaz son 5
agradables a la vista?

6. slainterfaz tiene la
dimensién 5
adecuada?

7. zlos campos estdn
distribuidos de forma =
correcta?

REVISION DE FUNCIONALIDAD

8. zlainterfazlleva a
cabo la tarea que se

FIGURA 38. Evaluacién de satisfaccion de usuario final (PAGINA 1)
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necesita? &

9. &El usuario recibe la
informacién suficiente
de las acciones que
realiza en la (5
heramienta
software?

10. sLos datos mostrados
en la interfaz cambian

en forma 5
sincronizada?

11. 3Es rapido y facil el L\,
manejo de la interfaz?

12. sLos campos estdn
dispuestos en el orden %
comrecto?

13. 3Las  imdgenes son
manejadas con 5
facilidad?

REVISION DE LA HERRAMIENTA EN GENERAL

14, 3Lla - heramienta
software es 5
amigable?

15. sLa hemramienta
software no necesita
capacitacién para L\,
poder - utilizara(es
intuitiva) 2

16. gUtilizaria la
herramienta en su 5 :
labor cotidiana? Con segorid ad .

17. s3Recomendaria el uso 5
de esta herramienta?

(

FIGURA 39. Evaluacion de satisfaccion de usuario final (PAGINA 2)
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18. 3Se siente satisfecho
con el producto 5
entregado?

COMENTARIOS ADICIONALES:

Es wn ‘Dcoéuc\o necesafic parc |0<_> "fu\bojob que Se d‘aauonan

en o GLBIP

FIGURA 40. Evaluacion de satisfaccion de usuario final (PAGINA 3)
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