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Resumen

Existe una gran cantidad de enfermedades humanas que han sido vinculadas a
interacciones proteina-proteina (PPIs). El interactoma humano se compone de mas
de 600.000 complejos proteicos, los cuales se asocian a una gran diversidad de
procesos celulares fundamentales para el correcto funcionamiento y desarrollo del
organismo. Un caso de especial interés es el interactoma de la proteina KCTD5, la
cual ha mostrado regular canales idnicos y estar asociada con cancer de mama y
la formacién de ciertos tumores. Una manera de estudiar proteinas que regulan la
funcién de KCTD5 es mediante ensayos de espectrometria de masas (MS); sin
embargo, el post-procesamiento de datos resultantes de MS no es trivial y
actualmente existen limitadas herramientas informaticas que brinden al usuario
flexibilidad y transparencia para manejar e interpretar los datos. En este sentido, el
presente proyecto de tesis describe el desarrollo de una plataforma web para el
analisis de datos obtenidos a través de experimentos de MS, integrando
informacion de diferentes bases de datos bioldgicas y permitiendo al usuario
emplear determinados filtros para identificar complejos proteina-proteina con
potencial farmacologico. EI desempefio de la plataforma PPI-MASS, ha sido
inicialmente evaluado usando como parametros de entrada datos de MS vinculados
a la proteina KCTD5. Sin embargo, se prevé su uso para el andlisis y deteccion de
cualquier conjunto de PPIs proveniente de experimentos de MS. Cabe sefalar, que
la deteccion de PPIs es fundamental para el disefio de farmacos basado en
estructura, por lo tanto, se espera que esta plataforma sea un gran aporte en el

area biomédica.



Abstract

A large number of human diseases have been linked to protein-protein interactions
(PPIs). The human interactome comprises over 600.000 protein complexes, which
are associated with a wide variety of cell processes essential for the correct function
and development of the human organism. One case of particular interest is the
KCTDS5 protein interactome. KCTD5 has been shown to regulate ion channels and
to be associated with breast cancer and the formation of certain tumors. One way
of studying the proteins that regulate the function of KCTD5 is through mass-
spectrometry assays (MS); however, the post-processing of the resulting data is not
a trivial task. Moreover, there are currently few computational tools that give the
user flexibility and transparency to manage and interpret the data. In that regard,
this thesis project describes the development of a web platform for the analysis of
data obtained through MS assays, incorporating information from different biological
databases and allowing the user to employ specific filters to identify protein-protein
complexes with pharmaceutical potential. The performance of the PPI-MASS
platform has been initially evaluated using MS data associated with the KCTD5
protein as input. However, we expect its use to analyze and detect any set of PPIs
from MS assays. It is important to note that the detection of PPIs is essential for
structure-based drug design and, because of this, we expect that this platform will

be of great assistance in the biomedical field.
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Introduccidn

1. Espectrometria, protedmica e interacciones proteina-proteina

La espectrometria de masa (MS, por sus siglas en inglés) es una técnica que
permite la identificacion de estructuras orgénicas en una solucion en funcién de su

masa [1].

Los métodos de MS han sido utilizados en diversas aplicaciones a través de su
historia. Estas incluyen la medicion de la abundancia de is6topos en una muestra
[2], el diagndstico de patologias a través de imagenologia médica [3], el estudio de
genomas y proteinas [4]. Su uso en protedmica resulta de gran interés debido a sus
aplicaciones para el estudio de enfermedades y el disefio de farmacos, como por
ejemplo la deteccion de modificaciones post traduccionales vinculadas a

enfermedades [5].

Cabe destacar, que las proteinas cumplen funciones esenciales para las células y
la mayoria de ellas no actuan solas, sino que establecen interacciones con otras
moléculas bioldgicas, las cuales pueden ser estudiadas mediante MS. En particular,
las interacciones proteina-proteina (PPIs, por sus siglas en inglés) son de gran
interés debido a que juegan un rol fundamental en muchos procesos celulares y
rutas metabdlicas [6]. Estudiar y entender estas interacciones es crucial para tener
una comprension mas acabada de los sistemas bioldgicos e identificar blancos
farmacoldgicos. Para esto, se han desarrollado diferentes métodos que permiten

caracterizar estas interacciones en diversos organismos [7].

Existen dos tipos de analisis generales que pueden ser llevados a cabo para
estudiar PPIs mediante MS: cualitativos y cuantitativos [6]. Los analisis cualitativos
se han utilizado para estudiar la funcion de las proteinas, y caracterizar sus redes

de interacciones.

Por otro lado, los analisis cuantitativos se han utilizado para medir la abundancia

relativa de interacciones especificas en mdultiples condiciones biolégicas,



permitiendo asi estudiar, por ejemplo, las enfermedades relacionadas con estas

interacciones [6].

Ambos tipos de andlisis se pueden usar en conjunto para tener una mejor
comprensién de las PPIs en distintos contextos biologicos, a través de su
caracterizacion y la medicion de sus abundancias relativas en diferentes

condiciones (Figura 1).
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Figura 1: Analisis cualitativos y cuantitativos basados en MS para el estudio de interacciones
proteina-proteina. En la parte superior se muestran algunos ejemplos de métodos de andlisis
cualitativos junto con sus pasos generales y resultados, mientras que en la parte inferior se muestran
los métodos de andlisis cuantitativos. La combinacion de ambos tipos de andlisis brinda una imagen
completa de las PPIs y sus abundancias relativas. Modificada de Yugandhar, Gupta y Yu, 2019 [6].

La importancia del estudio de las PPIs viene dada por la gran cantidad de
enfermedades humanas relacionadas a interacciones anormales. El conjunto de
interacciones proteina-proteina se denomina interactoma y en humanos se
compone de mas de 600.000 complejos hasta ahora identificados [8]. Cabe sefalar
gue interacciones anormales pueden ser causantes directas de distintas
enfermedades o producir alteraciones en complejos proteicos interfiriendo en otras
interacciones en la red [9]. La formacién de complejos anormales esté relacionada
con una gran cantidad de enfermedades, por lo que surge la necesidad de estudiar

las PPls detalladamente.



Las enfermedades relacionadas con PPIs anormales suelen ser causadas por la
formacion de interacciones en momentos o0 localizaciones incorrectas,
interacciones con proteinas exdgenas o incluso la ausencia de interacciones
cruciales [10]. Algunos ejemplos de estas enfermedades son: cancer relacionado
con interacciones anormales del supresor de tumores p53 [11], enfermedades
neurodegenerativas causadas por la acumulacion de agregados proteicos [12],
patologias dermatologicas como la alopecia [13], infecciones virales [14], entre
otras.

2. Interactoma de la proteina KCTD5

KCTD5 es una proteina de 25 KDa, miembro de la familia KCTD que se encuentra
integrada por 26 miembros [15]. Debe su nombre a “Potassium Channel
Tetramerization Domain”, ya que es similar al dominio T1 de tetramerizacion de los
canales de potasio dependiente de potencial (Ky). Posee 234 aminoéacidos, forma
pentdmeros, y es el Unico miembro del cual se ha descrito su estructura
tridimensional [15]. En su dominio N-Terminal posee un dominio BTB, necesario
para interactuar con Cullin-3 [16] [17] [18]. Recientemente, se ha relacionado esta
interaccion entre KCTD5 y Cul3, con la mono y poli-ubiquitinacion de proteinas y
con la degradacion de estas por la via del proteosoma [19] [20] [21]. Esta proteina
es altamente expresada en el bazo, testiculos, ovarios, prostata, intestino delgado
y grueso. En tales dérganos, KCTD5 se asocia a diversas funciones como la
represion transcripcional, la remodelacion citoesquelética y la activacion de canales
idnicos. Especificamente, KCTD5 ha sido identificado en interaccion con el canal
i6nico TRPM4, regulando su actividad al aumentar su sensibilidad a Ca?* [22].
Ademas, la expresion de TRPM4 y KCTD5 demostro estar aumentada en células
de cancer de mama y ciertos tumores [22] [23]. Por otra parte, resultados recientes
de nuestro laboratorio sugieren gue KCTD5 regula las dindmicas de Ca?* inducidas
por suero y la respuesta Store Operated Calcium Entry (SOCE) [24]. Esto da cuenta
de la importancia de estudiar proteinas asociadas a KCTD5, ya que este
conocimiento puede ayudar, por ejemplo, en el disefio de farmacos para inhibir

interacciones no deseadas.

Sobre la base de esta evidencia, las PPIs constituyen un gran desafio en el disefio

de farmacos [25]. Cabe sefialar, que la identificacion de complejos binarios
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proteina-proteina puede conducir luego a caracterizar las areas interfaciales entre
proteinas, las cuales son significativamente mayores y mas dindmicas que aquellas
asociadas a interacciones proteina-ligando. Por ejemplo, los sitios de unién
proteina-proteina estan conformados por residuos que no se encuentran
necesariamente de manera contigua en la secuencia aminoacidica; ademas, estas
areas suelen ser planas y no tienen cavidades que permitan que una molécula tipo
farmaco pueda penetrar. Sumado a esto, los contactos entre proteinas se producen
en regiones de residuos conocidas como hot spots, los cuales pueden estar
distribuidos a lo largo de toda la superficie de una proteina [25]. En este sentido, es
crucial detectar PPIs y conocer la interface de union de los complejos con el fin de
disefar péptidos o fragmentos que inhiban la unién. Por lo tanto, existe una gran
necesidad de disefar farmacos eficaces para regular PPIs, donde el apoyo de

herramientas informaticas es fundamental.

3. Software para la deteccion de PPls a partir de datos de

espectrometria de masas

En los dltimos afos se han desarrollado distintos métodos que utilizan
especificamente informacion de MS para predecir PPIs. Esta informacion provee
un punto de inicio para la caracterizacion de este tipo de interacciones y el posterior
disefio de farmacos. Algunos ejemplos de estos métodos incluyen software como
PIPINO?, MeroX?y Proteo3Dnet?,

PIPINO es un software desarrollado en Java [26], cuya funcion principal es
optimizar el reconocimiento de proteinas que pueden estar vinculadas a una
proteina target. Este software permite la identificacion de potenciales pares de
proteinas mediante scatterplots interactivos. Las interacciones predichas son
validadas con bases de datos de complejos proteicos como BioGRID, MINT,
Mentha, DIP, IntAct y HPRD.

MeroX también es un software desarrollado en Java para el reconocimiento de PPIs

[27]. Se especializa en el analisis de informaciéon de Cross-Linking Mass

L http://www.bioforscher.de/pipino
2 http://www.stavrox.com/
3 https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/Proteo3Dnet/
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Spectrometry (XL-MS) y la prediccion de redes de interacciones. Las redes
predichas se muestran como grafos, donde cada nodo representa una proteina de
la red.

Proteo3Dnet es un servicio web que permite generar redes de PPIs integrando
informacion de MS con informacion estructural del Protein Data Bank basada en
busquedas de homologia [28]. También contempla estructuras provenientes del
SWISS-MODEL Repository (SMR). Proteo3Dnet identifica y valida interacciones a
través de bases de datos como BioGRID e IntAct. Ofrece un visualizador interactivo
de las redes de interacciones mediante Cytoscape.js y lista las proteinas de los
complejos reportados en la literatura mediante MolArt; sin embargo, no predice o

identifica interacciones desconocidas.

Todos estos software presentan una serie de aspectos en comun. En general, el
enfoque se centra en la identificacion de PPIs y en la prediccion de redes de
interaccion. Todos los programas ofrecen alguna forma de visualizacion de redes o
pares de proteinas predichas mediante graficos. En el caso de PIPINO y MeroX,
ambos son programas que se pueden instalar y ejecutar de manera local.
Proteo3Dnet, por otro lado, esta disponible como servicio web. Si bien estos
software son buenas herramientas para la prediccion de PPIs, existe aun mucho

potencial que no ha sido del todo explorado en los software actualmente

disponibles.
Software Descargable | Servicio web | Visualizacion Informacién
de complejos | farmacolégica
Pipino Si No No Si
MeroX Si No No No
Proteo3Dnet Si Si No* Si

Tabla 1: Comparacién de softwares actuales para la prediccion de PPls. *Proteo3Dnet permite
visualizar estructuras proteicas de los complejos reportados en la literatura, pero no predice nuevas

interacciones.
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4. Perspectivas para el diseiio de una plataforma de post-

procesamiento para datos de MS

Tomando en consideracion los software antes mencionados, éstos presentan
importantes limitaciones, por ejemplo, sélo uno de los software esta disponible
como un servicio web. En el caso de los software locales, el usuario debe instalar
un programa y realizar analisis usando recursos computacionales propios, que
muchas veces son limitados. Por otro lado, los usuarios se ven obligados a
mantener todas las dependencias necesarias para el funcionamiento del software,
desde los sistemas operativos hasta las librerias y paquetes que los programas
requieren. Asi también, el acceso a las bases de datos se vuelve complejo, ya que
el uso local implica i) que el programa acceda a las bases de datos a través de la
red, lo cual es mas lento, o ii) que el usuario descargue las bases de datos de
manera local en su propio equipo, 0o que representa un gran requerimiento de
espacio fisico. Todas estas caracteristicas finalmente limitan la cantidad de

usuarios que acceden a tales software.

En el contexto biologico, la mayoria de los programas para el post-procesamiento
de datos de espectrometria de masas estan disefiados como una “caja negra”
donde el usuario no puede manipular parametros de interés biologico que pudieran
ser relevantes para juzgar interacciones entre proteinas. Por ejemplo, es necesario
conocer la localizacion subcelular de un set de proteinas para saber si se localizan
en el mismo compartimento celular de la proteina target o en un lugar cercano para
establecer interaccion. También, es importante determinar si existe estructura
tridimensional disponible de las proteinas para posteriores analisis bioinformaticos.
De esta forma, existen muchos parametros que el usuario puede manipular para
identificar de manera racional interacciones proteina-proteina que no son

transparentados por soluciones computacionales actuales.

En base a lo anterior, existen aun muchas caracteristicas por explorar en las
herramientas informaticas dirigidas al analisis de datos de espectrometria de
masas, tanto en términos de acceso y usabilidad, como en el tipo de analisis que
pueden ser llevados a cabo con estas herramientas. Por ejemplo, Pipino y

Proteo3Dnet incorporan informacién farmacolégica, pero soélo para la busqueda de
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interacciones previamente reportadas y no como un posible filtro para identificar
PPIs para estudios posteriores. Por otro lado, Proteo3Dnet ofrece una visualizacion
3D de las proteinas que se sabe interactian, pero no permite visualizar los
contactos fisicos que se forman. Finalmente, ninguno de los softwares
mencionados permite la prediccion de complejos nuevos, por lo tanto, surge la
necesidad de desarrollar nuevas plataformas de software, para el post-
procesamiento de datos obtenidos a través de experimentos de espectrometria de
masas, que permitan al usuario participar en la identificacion y prediccion de
complejos proteina-proteina. Este desafio ha sido abordado mediante el desarrollo

de una plataforma web que se detalla en la presente memoria de titulo.

5. Fundamentos del disefio de software

Es importante considerar los fundamentos del disefio de software y el proceso de
desarrollo de una plataforma web desde el punto de vista de la ingenieria de

software.

En la gestion de la ingenieria de software, se definen una serie de etapas generales
para el desarrollo de un proyecto [29]. Entre ellas encontramos: la iniciacion y
definicion de alcance, planificacion del proyecto de software, ejecucion, evaluacion
y cierre. Estas etapas sirven como pauta y son implementadas de diferentes
maneras segun la metodologia de desarrollo que se pretende utilizar, por lo que no
necesariamente se siguen de manera lineal y pueden modificarse mas de una vez

a lo largo del proyecto.

La iniciacion y definicibn de alcance, es la etapa inicial en la que se decide
comenzar un proyecto de ingenieria de software. En esta etapa se deben
determinar y negociar los requerimientos del software y los objetivos. También, se
realiza un analisis de viabilidad, en el que se determina si el proyecto propuesto es
viable considerando aspectos como recursos, limitaciones tecnoldgicas,

limitaciones financieras, aspectos sociales y politicos.

Durante la planificacion del proyecto de software se define la metodologia a seguir

y las tecnologias a utilizar. Ademas, se realiza una evaluacién de riesgos, se
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acuerdan los entregables de cada etapa del desarrollo, como por ejemplo
prototipos, reportes o diagramas de diseio. Sumado a esto, se miden los costos de
desarrollo, se distribuyen recursos tanto técnicos como humanos y se establecen

plazos generales.

En la ejecucion del proyecto de software se adquieren los recursos digitales, de
equipamientos o de personal, se establecen métricas de avance y se generan
reportes. El proceso de monitoreo es llevado a cabo por el administrador del
proyecto para asegurar que se cumplan los plazos establecidos y tomar decisiones

en funcién del avance.

El desarrollo del proyecto debe ser constantemente evaluado. La evaluacion puede
ser tanto del proyecto en general, como de etapas especificas. Esto esta
relacionado con el control de calidad del proyecto, ya que es aqui donde se evalla
la satisfaccion de los requerimientos definidos y otras métricas, tales como el

rendimiento de los prototipos o la satisfaccion de los usuarios de prueba.

Finalmente, cuando se cumplen todos los requerimientos y se llevan a cabo todos
los planes, para el proyecto completo o para una etapa, se realizan las actividades
de cierre. Para ello, se establecen diferentes criterios de cierre, como por ejemplo

pruebas de aceptacion, testeos automatizados y resolucion de problemas y errores.

Como se menciond anteriormente, estas son etapas que sirven de pauta y no se
siguen necesariamente de manera lineal. Esto va a depender de cémo la
metodologia a utilizar interpreta al ciclo de vida del desarrollo del software (0 SDLC,
por sus siglas eninglés), que corresponde a la estructura definida para su desarrollo
[30]. Algunos ejemplos de modelos incluyen el modelo en cascada, modelo

incremental, modelo iterativo y el modelo agil.

Estos principios y modelos de desarrollo pueden aplicarse a cualquier tipo de
software, incluyendo a los servicios web. Si bien estos servicios ofrecen una serie
de ventajas, el desarrollar una buena plataforma no es una tarea trivial. A través de

los afios se han definido diferentes pautas a seguir para asegurar un producto de
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calidad. Por ejemplo, la red de desarrolladores de Mozilla (MDN) ha descrito un

conjunto de buenas practicas para el desarrollo web con tecnologias actuales [31].

La MDN sefala que entre los aspectos importantes del desarrollo web esta la
compatibilidad, el nivel de desempefio de la plataforma y la claridad en la interfaz
de usuario. En general, las interfaces de usuario deben ser simples, intuitivas y
fluidas. Finalmente, la privacidad y seguridad de la plataforma son aspectos muy
importantes. Los usuarios deben poder utilizar la plataforma de manera privada sin

gue se recolecte informacion no autorizada.

Sobre la base de estos principios, el presente proyecto de tesis describe el
desarrollo de una plataforma de software llamada “PPI-MASS”. Esta plataforma
esta orientada al post-procesamiento de datos de espectrometria de masas, con el
proposito de filtrar proteinas usando distintos parametros biologicos e identificar

complejos proteina-proteina con potencial para el disefio de farmacos.
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Motivacidon y objetivos

Motivacion:

Actualmente, se requieren herramientas informaticas flexibles y accesibles para la
identificacion de interacciones proteina-proteina (PPIs) a partir de datos de
espectrometria de masa (MS). Hasta ahora muchos investigadores analizan los
resultados de MS de forma manual, es decir analizando una proteina a la vez, lo
cual no es tarea facil cuando se encuentran cientos o miles de proteinas asociadas
a una proteina target. En este sentido, se requiere el desarrollo de una plataforma
web para el andlisis de datos de MS, que permita una deteccion racional de

interacciones fisicas entre proteinas con potencial farmacoldgico.

Objetivo general:

Disefar y desarrollar una plataforma de servicio web para el postprocesamiento de
datos provenientes de experimentos de MS con el fin de identificar interacciones
proteina-proteina, utilizando como caso de estudio datos de MS asociados al

interactoma de la proteina KCTD5.

Objetivos especificos:

1. Implementar un pipeline computacional para el post-procesamiento de datos
provenientes de experimentos de espectrometria de masas.

2. Automatizar la identificacibn de interacciones proteina-proteina con
potencial farmacoldgico mediante el uso de parametros bioldgicos obtenidos
de bases de datos de secuencia, estructura e informacion clinica.

3. Desarrollar una plataforma web que incorpore el pipeline disefiado y validar

Su uso a través del analisis del interactoma de la proteina KCTD5.
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Metodologia

1. Pipeline

Los datos de los experimentos de espectrometria de masas suelen ser
almacenados en archivos de texto plano organizados en columnas. Dichos archivos
pueden ser visualizados utilizando programas como Excel y contienen en cada
columna informacion respecto a distintas proteinas encontradas en asociacion con
una proteina target. Entre la informacion incluida en estos archivos estan los
codigos de acceso de las proteinas a bases de datos como GenBank [32] y UniProt
[33]. Estos cddigos pueden estar muchas veces repetidos en el archivo de salida o
incluso obsoletos, lo cual es importante considerar para el procesamiento de los
datos. UniProt contiene informacion de miles de proteinas en dos secciones: Swiss-
Prot para proteinas anotadas manualmente y revisadas (identificadas por el prefijo
“sp” en los codigos de acceso); y TrEMBL para proteinas anotadas de manera
automatizada (con prefijo “tr”). De manera general, UniProt es un repositorio de
secuencias proteicas e informacion biologica derivada de investigacion cientifica, el
cual se ha convertido en una de las fuentes de informacién de proteinas mas
importantes a nivel mundial. En esta base de datos se puede encontrar informacion
importante sobre las proteinas como el gen que las codifica, su localizacion celular,
su tamafo, funciones especificas y la disponibilidad de estructura tridimensional.
Por lo tanto, esta base de datos es la principal fuente de informacion para PPI-
MASS.

Una vez verificados los cédigos de acceso de las proteinas identificadas a partir de
espectrometria de masas, éstos pueden ser utilizados para realizar busquedas a
través de referencias cruzadas en otras bases de datos conteniendo informacion
biolégica de relevancia para las proteinas en estudio. Considerando que el
propdsito final de la plataforma desarrollada es permitir al usuario identificar
complejos proteicos con potencial farmacolégico, se utilizaron ademas bases de
datos que relacionan proteinas con ciertas patologias, farmacos asociados,
acciones farmacolégicas y que contienen una descripcion de funciones especificas.
Las bases de datos integradas incluyen DrugBank [34] y Drug Central [35]. Estas

bases de datos online son algunas de las mas robustas e incluyen informacién
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clinica importante de farmacos y blancos farmacologicos, secuencias, estructuras,
rutas metabdlicas y acciones farmacoldgicas asociadas a proteinas. Por otro lado,
la base de datos del Protein Data Bank (PDB) [36] provee estructuras
tridimensionales para miles de proteinas. Para aquellos casos en que no hay
ninguna estructura disponible, el servidor SWISS-MODEL [37] provee modelos de
las proteinas obtenidos mediante modelamiento por homologia. La informacion
estructural es fundamental para la prediccion de PPIs y en el disefio de farmacos,
por lo que estos datos resultan de mucha utilidad para los investigadores.

De manera similar, con los codigos de acceso se pueden realizar busquedas en
otras bases de datos referidas al estudio de proteinas como DisGeNET [38] y The
Human Protein Atlas [39]. DisGeNET es una base de datos de genes asociadas a
enfermedades humanas, conteniendo mas de un millon de asociaciones gen-
enfermedad. Por otro lado, The Human Protein Atlas es una coleccion de
informacion de proteinas humanas categorizadas en 6 diferentes atlas: tejido, tipo
celular, patologias, proteinas sanguineas, proteinas cerebrales y localizacion
subcelular. En particular, el atlas de tejidos contiene informacién de proteinas y sus

niveles de expresion en diferentes tejidos.

Para caracterizar las PPIs, es util tener una idea de qué tan probable es que las
proteinas interactien. Esta estimacion fue implementada en nuestra plataforma
mediante el software SPRINT [40], el cual permite calcular un score en funcion de
la probabilidad de que dos proteinas interactien. SPRINT se basa en la similaridad
de secuencias y en evidencia de interacciones ya conocidas para predecir
interacciones nuevas. El principio general de SPRINT radica en la idea de que un
par de proteinas cuya secuencia es similar a otro par de proteinas que se sabe
interactdan, tienen una mayor probabilidad de interactuar. El software identifica
regiones similares en las secuencias para realizar la comparacion y el calculo del
puntaje, donde un puntaje mas alto indica una mayor probabilidad de interaccion

entre proteinas.

En base a esta informacién, se desarrolld el siguiente pipeline para el estudio de
PPIs a partir de datos de MS:
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1. Filtrar cédigos de acceso, obteniendo una lista de valores unicos.

2. Utilizar los codigos para consultar UniProt y obtener informacion de las
proteinas incluyendo el gen, nombre, proceso biologico, largo de secuencia,
disponibilidad y cobertura de estructura tridimensional, y localizacion
subcelular.

3. Utilizar codigos para consultar bases de datos médicas con el fin de obtener
informacion como tejidos en los que se expresa una proteina, patologias
asociadas y farmacos asociados. Las bases de datos consultadas incluyen
The Human Protein Atlas para los tejidos, DisGeNET para las patologias, y
Drug Central y DrugBank para los farmacos asociados.

4. Utilizar SPRINT para calcular el puntaje de interaccién entre las proteinas
asociadas a una proteina target, encontradas por experimentos de MS.

5. Generar una lista de proteinas candidatas para establecer interacciones
fisicas directas con la proteina target, mediante el uso de filtros interactivos
en la interfaz web.

La metodologia descrita se resume en la siguiente figura:

Prdi:
| - )

: | Y HUMAN
,‘ ' DrugCentral 2021 l)iﬁild‘q_ @ORUGBANK .PT:IUTH? ATLAS

i,

i

SPRINT

Lista posibles interacciones

Figura 2: Pipeline propuesto para el estudio de PPIs a partir de datos de MS.
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2. Desarrollo del software

De acuerdo con el contexto del proyecto, se consideré su implementacion a través
de un “modelo agil”, el cual provee una opcion flexible y dinamica respecto a otras
metodologias. Este modelo se basa en entregas incrementales de forma progresiva
[30], promoviendo la colaboracién entre el cliente y los desarrolladores del software

al centrarse en ciclos de trabajo cortos y reuniones constantes.

La forma incremental progresiva de esta técnica de ingenieria de software se
explica del modo que asume que los requerimientos nunca son abordados
totalmente desde un inicio y que por diversos motivos cambian constantemente con
el tiempo. Es dificil predecir qué requerimientos de software persistiran y cuéles
cambiaran. También es dificil pronosticar como cambiaran las prioridades del
cliente a medida que avanza el proyecto. Esto otorga la ventaja de un valor
organizacional prematuro, ya que requiere de muy poca planificacion inicial para
dar comienzo al desarrollo del software (codificacion) y obtener un primer prototipo
gue permita establecer nuevos requerimientos futuros hasta alcanzar un producto
final. De esta forma, el “modelo agil” no precisa de un conocimiento detallado de
los requerimientos del software a priori, sino que una idea general y posibles metas

a lograr.

La construccion del producto se lleva a cabo mediante iteraciones autocontenidas,
es decir, etapas cortas que contemplan una toma de requerimientos y una
planificacion especifica para la iteracion, ademas de objetivos y condiciones de
cierre propios, logrando un entregable (prototipo del producto final usable) rapido.
De esta forma, se puede planificar y tomar decisiones para un préximo paso con un
elemento de software funcional, tangible y testeable. La duracion de cada iteraciéon
generalmente es corta, lo que permite un ritmo de desarrollo rapido y fluido. Este
modelo fomenta la comunicacion continua con los clientes, permitiéndoles participar
de manera mas activa en el desarrollo y brindar retroalimentacion continua, lo que

asegura su satisfaccion.

Dentro de los distintos enfoques del modelo &gil, se encuentra la filosofia de Lean

Software Development (o LSD), la cual consiste en una adaptacién del sistema de
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produccién de Toyota y propicia la reduccion del trabajo que no aporta valor al

resultado final [41]. Para ello, LSD postula los siguientes principios:

1. Eliminar desperdicios/restos, como por ejemplo funcionalidades
innecesarias o no deseadas.

2. Amplificar el aprendizaje para tener una mejor base de conocimiento y un
amplio abanico de opciones para desarrollar el software.

3. Tomar decisiones lo mas tarde posible para minimizar el impacto de los
cambios en las condiciones o requerimientos del proyecto.

4. Entregar resultados rapidamente y en etapas cortas para controlar mejor
el flujo de progreso y asegurar la calidad en cada paso.

5. Empoderar al equipo para incentivar la participacion de los desarrolladores
en la toma de decisiones y el trabajo en equipo, integrando diferentes areas
de conocimiento.

6. Integraciébn continua para mantener una arquitectura de proyecto
coherente, incluyendo pruebas constantes para evaluar la calidad de cada
etapa de avance.

7. Visualizar todo el conjunto, analizando las interacciones del software con

otros software o entre sus diferentes componentes.

Estos principios incentivan un desarrollo de software limpio, fluido y flexible. En
base a esta estrategia, se utiliz6 una metodologia de “modelo agil” para la
planificacion y el desarrollo de la plataforma PPI-MASS usando los principios de

LSD. Concretamente, se siguio la siguiente metodologia de desarrollo:

1. Toma inicial de requerimientos.
2. Disefio de la arquitectura general de la plataforma.
3. Ciclos de desarrollo:

a. Toma de requerimientos a implementar en la iteracion.
Planificacion y asignacién de tareas especificas.
Codificacion.

Pruebas de funcionamiento y usabilidad.

Evaluacion y retroalimentacion.

-~ ® oo o

Integracién al repositorio.
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4. Pruebas de uso

5. Publicacion de la plataforma.

La toma de requerimientos inicial correspondié al planteamiento de las
caracteristicas generales del software las cuales fueron definidas por el Dr. Oscar
Cerda de la Universidad de Chile, quien proporciond los estudios de espectrometria
de masas para implementar una plataforma de analisis. El disefio de la arquitectura
general tuvo como objetivo definir y organizar los componentes y médulos del
software, como por ejemplo los componentes del pipeline o las diferentes secciones
de la plataforma web. Las iteraciones fueron las etapas en las que se llevo a cabo
el desarrollo y codificacion del software con una duracién de entre 1 y 4 semanas.
Para cada iteracion, se definieron requerimientos especificos a implementar, como
lo es el disefio de la base de datos, el desarrollo de scripts para el pipeline o
cambios en el aspecto visual de la plataforma. El alojamiento y control de versiones
del codigo del proyecto fue llevado a cabo mediante un repositorio Git [42]
proporcionado por GitLab inc. [43]. Cada avance fue testeado mediante pruebas de
uso real, esto para asegurar el correcto funcionamiento de la plataforma. Luego, los
resultados de cada iteracion fueron evaluados para determinar si los requerimientos
se cumplieron, en cuyo caso los avances fueron integrados al repositorio v,
eventualmente, al servidor de produccion. Los detalles del servidor se explican en
la seccion Desarrollo. Una vez terminada y validada cada iteracion, el software
resultante fue evaluado durante un periodo de prueba, validando su uso mediante
el andlisis de diferentes sets de datos, incluyendo el caso de uso a través del
analisis del interactoma de la proteina KCTD5. La siguiente figura representa

visualmente la metodologia que se utilizé:
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Figura 3: Metodologia de desarrollo que se utilizé en el presente proyecto de tesis. Esta metodologia
se basa en el modelo agil.

2.1 Implementacion de la plataforma

Una plataforma web se puede dividir en dos conceptos: el front-end o el lado del
cliente y el back-end o el lado del servidor. El front-end es la presentacion visual de
la plataforma con la que el usuario interactia en su dispositivo. Se construye en
base al lenguaje HTML, pudiendo personalizar el estilo visual con CSS y dar
dinamismo a la interfaz con lenguajes de programacién como Javascript. Por otro
lado, el back-end es donde se realizan todas las tareas l6gicas de programacion e
integracion de procesos que debe llevar a cabo el servidor, como el procesamiento

de datos o la generacién del contenido que vera el usuario.

Normalmente los desarrolladores tienen que implementar por si mismos diversos
componentes, como conexiones con bases de datos o sistemas de autenticacion;
sin embargo, el desarrollo web moderno requiere de tiempos de trabajo cortos, por

lo que el uso de frameworks se ha vuelto mas predominante.

Un framework de desarrollo es un conjunto de herramientas que asisten en el
desarrollo de software, definiendo metodologias y estructuras de proyectos
especificas. Los frameworks ofrecen facilidades tales como la gestion de bases de
datos, usuarios y archivos. Un ejemplo de framework de desarrollo web es Django
[44], el cual estd basado en el lenguaje de programacion Python [45]. Django
implementa una variante del patron de arquitectura Modelo-Vista-Controlador

denominada Modelo-Template-Vista [46]. El modelo es la capa de acceso a la base
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de datos, donde se implementan métodos para ingresar, eliminar y actualizar
registros de la base de datos. La vista representa la Iégica principal del software,
incluyendo el procesamiento de inputs y outputs. Finalmente, los templates
constituyen la capa de presentacion del software, es decir, los aspectos visuales y
de interaccién con el usuario. Por otro lado, la comunicacion entre diferentes capas
se implementa mediante Middlewares, los cuales son capas de software
intermedias que proveen servicios comunes para que los desarrolladores puedan
incorporar aplicaciones o desarrollos propios al framework, conservando la
arquitectura, seguridad y desempefio propio del framework [47]. De esta forma, los
Middlewares se encargan por ejemplo del procesamiento de solicitudes (requests)
y respuestas (responses) del servidor. Django est4 pensado para acelerar el
desarrollo de software, para lo cual cuenta con un sistema para el disefio y gestion
de bases de datos basado en objetos (ORM), un simplificado sistema de templates
y vistas para gestionar la presentacion del contenido. Ademas, contiene médulos
de gestion de usuarios y sesiones. Por otro lado, Django ofrece una capa intermedia
de seguridad para gestionar la autenticacion de usuarios, la encriptacion de
contrasefias y la prevencion de posibles ataques de filtrado de datos no autorizado
como la popular inyeccion de SQL [48]. Finalmente, Django define una arquitectura
flexible, altamente escalable que separa el proyecto en modulos o apps con
propositos especificos. La modularidad permite mantener el cédigo organizado y

facil de administrar, ademas de facilitar el crecimiento del software.

En base a lo expuesto anteriormente, en el presente proyecto de tesis se utilizo el
framework de desarrollo web Django. Para el disefio estético (o front-end), se utilizo
Bootstrap, el cual es un framework de disefio basado en CSS que permite disefar
sitios web responsivos de manera rapida junto a jQuery [49] para la generacion de
elementos dinamicos en la interfaz. jQuery es una libreria de Javascript que permite
manipular facilmente el contenido del sitio web. Para la gestion de bases de datos,
se utilizé PostgreSQL [50] que provee una serie de ventajas, como ofrecer un
software open source, facilidad de instalacién y configuracién, soporte de JSON
para almacenar datos con mayor flexibilidad y escalabilidad para el crecimiento de
los sistemas. Concretamente, la plataforma web PPI-MASS permite al usuario
enviar trabajos de analisis, los cuales son registrados en la base de datos y

ejecutados en el servidor. Al completarse los trabajos, el usuario puede visualizar
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los resultados mediante la plataforma. La figura 4 resume el patron de arquitectura

de un software de Django tipico en funcion de las caracteristicas del presente

proyecto de tesis.

Cliente

Servidor

Usuario

Capa de presentacion

Input

Identificacion de PPIs

Middleware

Vista

Modelo

Base de datos

- Datos de
Espectrometria de
Masa

- Envio de trabajos

- Visualizacion resultados

- Validacién inputs
- Ejecucion pipeline

- Almacenamiento
de trabajos

HTML CSX

B E

45

A

&

PostgreSQL

Figura 4: Patrén de arquitectura general de Django. La figura muestra cada capa de la arquitectura
tipica de una aplicacion de Django. Ademas, se detalla la funcién de cada capa en el contexto del
presente proyecto y las tecnologias asociadas en cada caso.

2.2 Software, tecnologias y versiones

La Tabla 2 lista los software y tecnologias que se utilizaron en el presente proyecto

de tesis. Se especifican las versiones correspondientes a cada software y su

caducidad, que corresponde a la fecha en la que cada version dejara de recibir

soporte y actualizaciones.

Software Version Caducidad
Python3 3.8 Octubre 2024
Django 3.1 Diciembre 2021

PostgreSQL 10 Noviembre 2022

25




Git 227 | e

GitLab 14 Junio 2021
Bootstrap 50 | -
jQuery 35 |

Tabla 2: Lista resumen de software y versiones que fueron utilizadas para el desarrollo del proyecto.

3. Analisis del interactoma de KCTD5

El interactoma de KCTD5, analizado a través de experimentos de espectrometria
de masa en el laboratorio del Dr. Oscar Cerda, fue usado como caso de estudio
para probar la plataforma PPI-MASS. Esta proteina ha sido asociada con cancer
de mama y la formacion de ciertos tumores, particularmente cuando sus niveles de
expresion son altos e interactia con el canal ionico TRPM4 [22]. KCTD5 ha sido
vinculada ademas con otras proteinas (Figura 6) y actualmente el Dr. Oscar Cerda
cuenta con datos de espectrometria de masa para detectar nuevos candidatos

estableciendo asociacion fisica con esta proteina.

INPP4B

e

N

FAM193B

GORASP2

¢

ig ARRDC1

Figura 5: Red de interaccion de KCTD5 obtenida mediante la base de datos STRING. La red incluye
las proteinas que han sido hasta ahora reportadas en interaccion con KCTD5.
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A partir de experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se han identificado
alrededor de 165 proteinas asociadas con KCTD5. Hasta ahora, se desconoce
cuantas de estas proteinas establecen contacto fisico directo con KCTD5, pudiendo
actuar como blancos farmacolégicos. La plataforma PPI-MASS fue utilizada para
identificar las proteinas de este conjunto que presenten caracteristicas afines para
unirse a KCTD5 y que cuenten con modelos estructurales para realizar futuros
andlisis de bioinformética y simulacién molecular. De particular interés fueron

aquellos complejos asociados a patologias neuroldgicas, cardiacas y cancer.

Desarrollo del software

1. Requerimientos

1.1 Requerimiento general

Dada la dificultad del post procesamiento de datos provenientes de experimentos
de espectrometria de masas y la escasez de herramientas de software libre que
permitan realizar este procedimiento de manera sencilla, flexible y transparente, se
requirié el desarrollo de una herramienta informatica para realizar el andlisis de

estos datos y ayudar a la prediccion de interacciones proteina-proteina.

1.2 Requerimientos especificos

A continuacién se presentan los requerimientos del proyecto. Esto representa las

caracteristicas necesarias para la ejecucion de la plataforma PPI-MASS.

Requerimiento | Descripcion

R1 Procesar una lista de proteinas proveniente de experimentos de

espectrometria de masas.

R2 Identificar la proteina target del experimento.

R3 Recopilar informacion sobre las proteinas de entrada a partir de
las bases de datos UniProt, PDB/SWISS-MODEL, The Human
Protein Atlas (tissues), DisGeNET, DrugBank y Drug Central.
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R4 Calcular el puntaje de interaccién de SPRINT para cada proteina

de entrada con respecto a la proteina target del experimento.

R5 Permitir al usuario acceder a los resultados de sus trabajos en

cualquier momento.

R6 Permitir al usuario contactar y obtener soporte a través de la
plataforma.

R7 Presentar resultados al usuario de manera sencilla y ordenada.

R8 Permitir al usuario filtrar proteinas de acuerdo a la informacién

obtenida de las bases de datos.

R9 Permitir al usuario exportar resultados con los filtros aplicados.

R10 Implementar un manual de usuario en la plataforma.

Tabla 3: Lista de requerimientos para el desarrollo del software PPI-MASS

2. Implementacion

La implementacion y la relacion de cada componente del proyecto se puede

resumir como se muestra en la siguiente figura:

cucion pipeline -
€ - - - i r
- Internet Generacion resultados

Frontend Backend Pipeline

| (= ]

Almacena trabajo Input para
pipeline

Base de datos
PPI-MASS

Figura 6: Comunicacién entre los diferentes componentes de PPI-MASS. 1) El usuario envia un
trabajo de andlisis al servidor mediante la interfaz del frontend. 2) El backend de PPI-MASS registra
el trabajo en la base de datos. 3) El servidor ejecuta el pipeline de andlisis, el cual utiliza como input
los datos almacenados en la base de datos. 4) El backend finalmente obtiene los resultados
generados por el pipeline, los cuales pueden ser visualizados por el usuario en la interfaz.
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2.1 Base de datos

La base de datos principal de PPI-MASS fue implementada en PostgreSQL, el cual

es un sistema de gestion de bases de datos relacionales. Dado que sélo se requiere

almacenar los trabajos enviados por los usuarios, la base de datos consta de una

sola tabla. Las columnas de esta tabla son:

especificos.

e job_id: Nombre que el usuario provee para el trabajo.

e target protein: Proteina target del experimento de MS.

uuid: ldentificador Unico universal que se utiliza para identificar trabajos

e email: Direccion de correo electrénico provista por el usuario para el envio

de los resultados.

e file: Archivo que contiene la lista de proteinas que se obtienen como

resultado del experimento de MS.
e pid: Codigo que identifica el proceso de ejecucion del trabajo.

e status: Estado de ejecucion del trabajo. Por ejemplo: Pendiente, En

ejecucion, Listo o Fallido.

e submission_date: Hora y fecha de envio del trabajo.

La tabla de la base de datos se resume en la siguiente figura:

€2 submit_job_jobs
FH uuid uuid
ecjob id varchar(150)
REC target protein varchar(150)
AEC emiail varchar(150)
REC File varchar(100)
Aec pid varchar(150)
RBC skakus varchar(150)
& submission_date timestamptz

Figura 7: Modelo de la base de datos de PPI-MASS.

2.2 Servidor

PPI-MASS se alojé en un servidor linux con un procesador Intel Xeon 2.4 GHz, 6

GB de memoria RAM y un procesador de 4 nlcleos. Para la ejecucion de los
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trabajos almacenados en la base de datos de PPI-MASS, se configuré el servidor

para buscar y ejecutar los trabajos pendientes cada un minuto.

PPI-MASS requiere de implementaciones locales de las bases de datos UniProt,
The Human Protein Atlas (tissues), DrugBank, Drug Central y DisGeNET para su
funcionamiento. En el caso de UniProt y DrugBank, PPI-MASS utiliza versiones en
JSON de estas bases de datos, las cuales fueron generadas con Python a partir de
los archivos XML que pueden ser descargados desde sus respectivos sitios web.
The Human Protein Atlas provee archivos TSV (tab separated values), de los cuales
se descarg6 el archivo de normal tissues, que es donde PPI-MASS busca la
informacion. Drug Central tiene una implementacion en PostgreSQL, la cual fue
descargada desde su sitio web y configurada localmente en el servidor. Finalmente,
DisGeNET tiene una implementacion en SQLite, la cual fue descargada en el

servidor desde su sitio web.

PPI-MASS reporta la disponibilidad de estructuras tridimensionales para cada
proteina en la lista de analisis, ademas de su porcentaje de cobertura. Para ello, se
descargaron todas las estructuras de proteinas humanas desde Protein Data Bank
(PDB) y los modelos desde SWISS-MODEL. Para cada estructura, se conto la
cantidad de residuos y se calcul6 el porcentaje de cobertura con respecto al largo
de secuencia obtenido desde la informacion de UniProt. Finalmente, los cédigos de
las estructuras de cada proteina y sus respectivas coberturas fueron almacenados
en un archivo JSON, el cual es consultado por PPI-MASS para entregar estos datos

en los resultados.

El software también utiliza SPRINT para calcular el puntaje de interaccion de las
proteinas de entrada con respecto a la proteina target. Para ello se descargd y
compilé manualmente el codigo fuente de SPRINT en el servidor. Este programa
requiere como entrada las secuencias FASTA de las proteinas. Para ello, se
descargaron las secuencias de todas las proteinas humanas y se almacenaron en
un archivo multi-FASTA, a partir del cual se obtienen las secuencias necesarias
para cada trabajo. Por otro lado, SPRINT requiere un set de entrenamiento que
corresponde a las interacciones ya conocidas. Dicho set de entrenamiento se

obtuvo a partir de las interacciones depositadas en la base de datos BioGRID [51].
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BioGRID es una de las bases de datos de interacciones proteina-proteina mas
robustas y completas, por lo cual es una excelente fuente de informacién para este
proposito. Pese a ello, se contempla incorporar mas bases de datos de

interacciones en el futuro.

2.3 Pipeline

PPI-MASS.py

Descripcion: Script principal del software PPI-MASS. Se encarga del
procesamiento de las proteinas de entrada, la busqueda de informacion en las
bases de datos y la prediccion de interacciones con SPRINT. Este script recibe

como parametros de entrada la informacion del trabajo desde la base de datos.

En primera instancia, la lista de cddigos UniProt es validada. Un codigo podria ser
considerado invalido si es un codigo obsoleto, incorrecto o correspondiente a otro
organismo que no sea humano. Luego, se generan estadisticas que son reportadas
al usuario en la plataforma durante la ejecucion del trabajo, como la cantidad de
proteinas validas encontradas y la lista de cédigos invalidos en caso de que el

usuario desee revisarlos manualmente.

Luego, se comienza a recopilar la informacion desde las bases de datos para cada
proteina. Esta informacion es almacenada en un archivo de salida, cuyo contenido
es el que se muestra al usuario en la pagina de resultados a través de una tabla
HTML interactiva.

Finalmente, se obtiene la secuencia FASTA de cada proteina de entrada y se

ejecuta SPRINT para calcular el puntaje de interaccion de cada proteina con

respecto a la proteina target.
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El procedimiento se resume en el siguiente diagrama de flujo:

PPI-MASS

Pre-procesamiento

Crear

directorios y
archivos

necesarios Agregar a
lista de

validos o
invalidos

Validar
codigos

Generar
estadisticas

Busgueda informacion

trabajo
Agregar
< info a
archivo de
v Sal}\da
or cad ("Obtener )
codigo info bases
valido \_de datos )

Célculo SPRINT

Y
‘Obtener secuencias]

FASTA

Generar

archivo input
para SPRINT

[Ejecutar SPRINT ]

Obtener puntajes
de interaccion con
proteina target

Generar archivos
de salida

Figura 8: Diagrama de flujo del andlisis de las proteinas de entrada. El procedimiento se divide en
tres partes principales: Pre-procesamiento, busqueda de informacion y célculo del puntaje de

interaccion con SPRINT.
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conexion.py

Descripcion: Script en Python que busca los trabajos pendientes en la base de
datos y llama al script principal para ejecutarlos, creando hilos para cada uno. Este

script es ejecutado en el servidor cada un minuto mediante un cron.

config.py

Descripcion: Genera las conexiones para las bases de datos de Postgres, tanto

para la base de datos de PPI-MASS, como para la base de datos de Drug Central.

2.4 Arquitectura del proyecto Django

A continuacion se describe la implementacion de la plataforma web y sus distintos

componentes.

Un proyecto tipico de Django organiza el cédigo en apps, las cuales son médulos
con funcionalidades especificas. Cada app sigue el patron de Modelo-Vista-
Template, tal como se indica en la seccion de Metodologia. La plataforma web de
PPI-MASS es sencilla y se compone de cinco apps: main, submit_job, results,

contact y user_guide.

La app main es el punto de ingreso a la plataforma PPI-MASS. Tiene como funcion
dar la presentacion al sitio y entregar acceso a informacion rapida al usuario sobre

la plataforma.

Submit_job es la app que se encarga del envio y registro de los trabajos para la
plataforma. Permite el envio de trabajos a través de un formulario que es registrado

en una base de datos para los trabajos.
Results esla app mas grande de PPI-MASS. Permite la busqueda de los resultados

de cada trabajo, el monitoreo del progreso, la presentacion y exportacién de los

resultados
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Contact y user_guide son las apps mas simples. Contact es un formulario de
contacto de los usuarios hacia el desarrollador y user_guide un acceso directo al

manual de uso de la plataforma.

. views.
views.py Yy
- ) - Envio correo
- Validar inputs contacto
models.py -Registrar trabajo en base
de datos
contact
Jobs . E
- Enviar correo de
PK | UUID confirmacion
forms.py
job_id
: Contact form
target_protein
) — | Email
email
) Mombre
file submit_job
Mensaje
_ L. -
pid
status
views.
submission_date forms.py Ry
- Blsgueda resultados
- — ™\
Submission form - Obtencion y
visualizacion resultados
Proteina target

Proteinas asociadas (IDs) ’IEE results

Proteinas asociadas (file)

forms.py

Email

Nombre trabajo L

N J ( Search form ]

—

Figura 9: Diagrama de la arquitectura de la plataforma web en el framework Django. El diagrama
describe las apps y sus componentes principales, mostrando sus funciones especificas. Las apps
main y user_guide s6lo contienen los templates HTML, por lo que se omitieron en este diagrama.

3. Plataforma web

3.1 Secciones de la plataforma web

A continuacién se describen las secciones y componentes principales de la

plataforma web PPI-MASS. El link https://minicad.appsbio.utalca.cl/ppi-mass/ ha

sido configurado para acceder a la plataforma.
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Pagina de inicio
La pagina de inicio es el punto de entrada a la plataforma web. Tiene la funcion de

informar rapidamente al usuario sobre el software y de presentar un call to action

para invitar al usuario a enviar un trabajo. Ademas, presenta informacién sobre el

grupo MINICAD vy el financiamiento del proyecto.

Q

Mass Spectrometry Analysis

Mass y-based presents an accurale
@ strategy for identifying protein-protein

o Am—

o Submit a job!

About us

MINICAD

Iniciativa Milenio

n of th

Figura 10: Pagina de inicio de PPI-MASS.

Envio de trabajos

Esta pagina tiene la funcion de permitir al usuario enviar trabajos para su ejecucion
en el servidor. Tiene el formulario de envio de trabajos, el cual se muestra en la
siguiente figura. Los inputs de este formulario se describen en la secciéon de Modo

de uso.
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Post-processing of MS data to identify protein-protein interactions # Load example data

Target protein®

Associated proteins

OR- Click here to upload a file (flat text) with the UniProt IDs separated by newlines
Examinar... Ningin archivo seleccionado

Email address*

Job name*

# Run PPI-MASS @

Figura 11: Formulario de envio de trabajos.

Resultados

Esta seccion se compone de dos paginas. La primera es la busqueda de trabajos.
Esta pagina permite al usuario buscar sus trabajos en base al UUID y acceder a los

resultados o ver el progreso de su trabajo.

Search job results
Job UUID*

Figura 12: Basqueda de resultados mediante el UUID del trabajo.

La siguiente pagina muestra los resultados como tal. En esta pagina el usuario
podra visualizar e interactuar con los datos para cada proteina. EI componente
principal es la tabla interactiva que presenta la informacion recolectada para cada
proteina que el usuario ingres6. Permite filtrar los resultados en base a la
informacion recopilada y exportarlos en formatos Excel (XLXS), PDF y CSV. En la

seccion Modo de uso se explica su funcionamiento en mayor detalle.
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o Example_data oemmiens i [ [0 D

Status: Finished
UUID: 909d93ac-facb-4b2d-b936-a3d64ebbe559
Proteins found: 19

& Clear filters

Show 10  eniries

Showing 1 to 10 of 19 entries

UniProtKB Biological Sequence Tissue Associated Associated SPRINT

entry Protein name process length Structure availability Subcellular location specificity pathologies drugs score

WPDB mS-M mN/A

Protein name ological ar loca y A ated patl ciated
PO1111 NRAS GTPase NRas YES n 189 PDB n Golgi apparatus YES n YES n NIA 547.941
membrane

Cell membrane

PO1112 HRAS GTPase HRas YES n 189 PDB n Golgi apparatus YES n vES n YES n 546.717
Cytoplasm

Cell membrane

Perinuclear region
Nucleus

Golgi apparatus
membrane

PO1116 KRAS GTPase KRas YES n 189 PDB n Cytosol YES n YES NiA 542,617
Cytoplasm

Cell membrane

P35637 FUS RNA-binding protein FUS vy n 526 PDB n Nucleus YES n YES n WA 441101

Figura 13: Pagina de resultados.

Formulario de contacto

Esta pagina contiene un formulario de contacto. Esto permitira al usuario contactar
al equipo a cargo del software mediante un correo electronico. De esta forma, el

usuario podréa resolver dudas o recibir soporte.

Contact us!

Your Email*
‘Your name

‘Your message*

Figura 14: Formulario de contacto.

Manual de usuario

Esta pagina contiene informacion detallada respecto al contenido y uso de PPI-
MASS. El manual permite al usuario conocer sobre la plataforma, aprender cémo

enviar trabajos, ademas de como visualizar y filtrar resultados.
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Introduction

Welcome to the PP common tasks of thi tform,

proteins exhibit high expression levels

Based on that information, the user can filter out a protein set according to different fields of interest in order to identify putative candidates to establish physical association with the target protein.

Submitting a job

To submit a job, you will have to fil out the form found in the section.

Figura 15: Manual de uso de la plataforma PPI-MASS.

3.2 Modo de uso

Envio de trabajos

Para el envio de trabajos se requieren los siguientes datos como entrada:

El codigo UniProt de la proteina target
Una lista de proteinas asociadas

Una direcciéon de correo electronico

I\

Un nombre para el trabajo

El codigo de la proteina target corresponde al cédigo UniProt de la proteina usada
como base del experimento de MS y es utilizado para calcular el puntaje de

interaccion con las demas proteinas utilizando SPRINT.

La lista de proteinas asociadas corresponde a la lista de proteinas obtenida a partir
del experimento de MS, de las cuales se pretende descubrir si establecen
interacciones fisicas con la proteina target. Esta lista se compone de los codigos
UniProt de cada proteina. El usuario tiene dos opciones para proveer esta lista, i)
ingresarlas directamente al campo del formulario, separadas por comas, espacios
o en diferentes lineas, o ii) subir un archivo de texto plano con los cédigos
separados en diferentes lineas. Si el usuario selecciona un archivo para subir a la
plataforma, el campo del formulario para ingresar los codigos directamente sera
desactivado, por lo que el archivo tomara prioridad. Una manera sencilla de generar

este archivo (en caso de que los resultados del experimento de MS estén en un
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archivo Excel) es copiando y pegando las celdas directamente a un archivo de texto

plano.

Al enviar el trabajo, la plataforma generara un link para que el usuario pueda
acceder a los resultados en cualquier momento. La direccion de correo electrénico

debe ser provista para enviar este link.

Por ultimo, el usuario debe proporcionar un nombre para su trabajo. Esto es
principalmente para que el usuario pueda diferenciar maltiples trabajos de manera

facil.
Visualizacion de resultados

Una vez enviado el trabajo, la plataforma redirigira al usuario a la pagina de
resultados. Cuando el trabajo aun no esta listo, esta pagina mostrara el estado y
progreso del trabajo. La pagina se refrescara automaticamente cada 30 segundos
para actualizar esta informacion hasta que el trabajo esté listo. Una vez listo, se
presentaran los resultados en una tabla interactiva. Dicha tabla contiene las

siguientes columnas:

Caodigo UniProt: El codigo de acceso de UniProt para la proteina.
Gen: El nombre del gen que codifica para la proteina.

Nombre de la Proteina: Nombre comun de la proteina.

P Wb PR

Proceso Bioldgico: Proceso biolégico en el que se ve involucrada la

proteina.

o1

Largo de secuencia: Numero de aminoacidos de la proteina.

6. Disponibilidad de estructura: Las estructuras tridimensionales (PDB) o
modelos (SWISS-MODEL) disponibles para la proteina. Ademas, se muestra
el porcentaje de cobertura en cada caso.

7. Localizacién subcelular: Localizacion donde se puede encontrar la
proteina en la célula.

8. Especificidad de tejidos: Tejidos humanos en donde la proteina tiene un
nivel de expresién alto, segun se especifica en The Human Protein Atlas.

9. Patologias asociadas: Patologias asociadas al gen de la proteina, segun

se especifica en DisGeNET.
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10.Farmacos asociados: Farmacos que tienen como target a la proteina,
obtenidos a partir de DrugBank y Drug Central.
11.Puntaje SPRINT: Puntaje de interaccion calculado utilizando SPRINT.

Mientras mas alto, mas probable es que la proteina establezca contacto
fisico con la proteina target.

Algunos campos suelen contener demasiada informacion como para mostrarla de
manera optima en la tabla, en cuyo caso se muestra un botdn (con un icono de una
i) que permite presentar esta informacion en una ventana emergente. Para estos
campos, los filtros actian sobre el texto en estas ventanas emergentes. Por otro
lado, los botones con el icono de flecha tienen un hipervinculo hacia la fuente desde
la cual se obtuvo la informacion correspondiente.

at

o0 ExXample_data oo s [ IR IEX

@ e Wiey

UniProtkd Biological Sequence

Tissue Assocated Assockned SPRINT
erary

process ength Structure availabiin Subceliutar location spacificity pathologias regs score

~om ~of - -
£ e g W F -0 -0 -0
( alss
membiare
o e e o » o~ @y, 08 08> <
Cytoptast
Cw eorbr e
FUS RNA bieding protein FUS ,n 526 PDB un“ ,,_n n 841100

Figura 16: Visualizacién de resultados en PPI-MASS. 1) Informacién sobre el trabajo, incluyendo su
estado, identificador (UUID), proteinas encontradas y cédigos de proteinas invalidos. 2) Botones
para exportar resultados. 3) Tabla interactiva y filtros asociados a los campos principales. 4)
Informacién de cada proteina analizada. Los botones con un icono de una i despliegan la
informacién del respectivo campo en ventanas emergentes. Los botones con un icono de flecha
redirigen hacia la fuente desde la cual se obtuvo la informacién en ese campo.

Las proteinas pueden ser filtradas segun esta informacion. Al ingresar texto en los
campos, la tabla automaticamente se actualizara para mostrar las proteinas cuya

informacion coincida con el texto ingresado. Las busquedas pueden ser de texto
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parcial e incluso se pueden utilizar expresiones regulares para busquedas mas

avanzadas.

En la esquina superior izquierda se muestra informacién sobre el trabajo.
Concretamente, se muestra el estado, el UUID del trabajo, la cantidad de proteinas
validas encontradas y la lista de cédigos invalidos. Por otra parte, en la esquina
superior derecha se encuentran botones para exportar los resultados en formatos
XLXS, CSV y PDF. Al hacer click en alguno de estos botones, el usuario podra
descargar un archivo conteniendo los resultados del trabajo con cualquier filtro que
haya aplicado. Finalmente, el botdn clear filters permite al usuario reiniciar la tabla
a su estado inicial, borrando todos los filtros aplicados.

Asi, el uso del software PPI-MASS se puede resumir como se muestra en la figura

siguiente:
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Input del
usuario
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ine

jecucion
pipe
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Resultados

Filtrado
interactivo

Output
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Proteinas
asociadas

Correo
electrénico

Nombre trabajo

SEEBEBEE

Uniprot Swiss- he DisGeNET DrugBank Drug
Model Human Central
Protein
Atlas
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id UniProt Gen Nombre Proceso Largo.
proteina hioloégico secuencia
., . > . . ., . . ”
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Disponibilidad Localizacién Especificidad Patologias Farmacos
estructura subcelular de tejidos asociadas asociados
\, 7 7 N, 7 \, 7 . ’
 EE——
Puntaje SPRINT
—
Lista de proteinas
— —
— |
- @ —
XLXS PDF csv

Figura 17: Diagrama del uso del software PPI-MASS.
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Caso de estudio

En el presente proyecto de tesis se desarroll6 una plataforma web, PPI-MASS, para
la implementacion y ejecucion de un pipeline de andlisis de datos provenientes de
experimentos de MS. Se utilizé el set de datos de proteinas asociadas a KCTD5%,
provenientes de experimentos de MS, para validar el funcionamiento del software
desarrollado. Dicho set de datos constaba de 930 proteinas, de las cuales 11
correspondian a proteinas de organismos diferentes al humano, por lo que fueron
ignoradas por el software. El andlisis de estos datos tomé alrededor de 25 minutos.
Entre las 919 proteinas validas del set de datos, se encontraron varias proteinas
cuyas interacciones con KCTD5 ya habian sido reportadas previamente en la
literatura. En particular, la proteina con el puntaje de SPRINT més alto fue la
proteina Cullin 3, la cual ya habia sido reportada en interaccion con KCTD5 por
Balasco et al. en 2014 [52] y Cho et al. en 2020 [53], validando el potencial

predictivo del software.

Job: KCTD5 Download data: E

Status: Finished
UUID: b954cad4-8c3a-400e-aB03-T111e7dc4936
Proteins found: 919
Ignored IDs: PO2662, PO2663, ADAIW2PQS1, P25691, POOT11, PO2534, COJH18, P25690, EOPKF3, POOT6L m
& Clear filters

Show 10 entries

Showing 1 to 10 of 68 entries (filtered from 919 total entries)

UniProtKB Biological Sequence Tissue Associated Associated SPRINT

entry Protein name process length Structure availability Subcellular location specificity pathologies drugs score

_ ubiquitinatio WPDB WS-M WN/A ! T it
Q13618 cuLs Cullin-3 YES n 768 PDB n Flagellum YES n YES n NIA 4435.33

Golgi apparatus
Cytoplasm
Spindle pole

Microtubule organizing
center

Spindle

Nucleus

Centrasome
Cytoskeleton

Cell projection

Cilium

Figura 18: Resultado del andlisis de la proteina KCTD mediante PPI-MASS. Se filtr6 por el término
“ubiquitination” en el filtro de Biological process, lo que redujo el set de proteinas de 919 a sélo 68.
Entre las proteinas resultantes se destaca la proteina Cullin 3.

Durante el desarrollo del proyecto, se utilizé también un set de datos de MS del

canal iénico TRPM4>, el cual constaba de 96 proteinas. De entre ellas, las que

4 https://minicad.appsbio.utalca.cl/ppi-mass/results/01be82e8-47hc-47e4-bead-76335766a150
5 https://minicad.appsbio.utalca.cl/ppi-mass/results/c6246a2f-2fd2-406b-841d-06843b1fa86b
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presentaron mayores puntajes de SPRINT fueron las proteinas de la familia 14-3-
3. Particularmente, la proteina 14-3-3 gamma ha sido reportada en interaccién con
el canal TRPM4 por Cho et al. en el afio 2014 [54], donde se observd que su

expresion en la superficie celular es mediada por la unién con 14-3-3 gamma.

Estos resultados dan cuenta de la utilidad de PPI-MASS para identificar PPIs y del
potencial de esta plataforma para el estudio de datos de MS de manera sencilla y
practica. A partir del trabajo realizado en este proyecto de tesis, se publicé un

articulo en el journal Frontiers in Molecular Biosciences [55].
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Conclusiones

La identificacién de PPIs es un paso fundamental para el estudio de enfermedades
y para el disefio de farmacos. PPI-MASS representa una herramienta con un gran
potencial para ayudar en el proceso de analizar datos de MS para el descubrimiento
de interacciones proteina-proteina. A través de los puntajes de SPRINT se lograron
encontrar interacciones ya reportadas en la literatura cientifica para las proteinas
KCTD5 y TRPM4, lo que indica que otras proteinas con puntajes altos también
podrian potencialmente establecer interacciones fisicas. Los filtros implementados
en PPI-MASS son una caracteristica de gran utilidad para la busqueda de estas
interacciones, permitiendo utilizar informacién clave para encontrar proteinas de
interés. Por ejemplo, proteinas que participan en el mismo proceso biolégico, que
se encuentran en la misma localizacion subcelular o se expresan en los mismos
tejidos, podrian presentar una mayor probabilidad de establecer contactos fisicos.
Ademas, el filtro de patologias o farmacos asociados permite a los investigadores
centrarse en proteinas con aplicaciones médicas o que estén directamente

relacionadas con un proceso celular de interés farmacoldgico.

Por otro lado, la metodologia utilizada, la cual se baso en el modelo agile, fue un
factor importante para el desarrollo del proyecto. Las iteraciones cortas de la
metodologia permitieron llevar un ritmo de desarrollo constante pero fluido,
permitiendo adaptar los requerimientos del cliente a medida que se desarrollaba el
proyecto. Un punto clave fue planificar parcialmente las funcionalidades necesarias
del software e integrar avances de manera rapida. Esto permitio tener un feedback
constante respecto a los avances y aseguro el cumplimiento a cabalidad de los
requerimientos iniciales. La filosofia de desarrollo Lean Software Development
(LSD), la cual oriento el desarrollo del software, también tuvo una influencia positiva
en el resultado final del proyecto al priorizar solo las funcionalidades necesarias.
Esto permitié utilizar el tiempo de trabajo de manera eficiente, lo que tuvo como
resultado final un software completo, simple y eficaz en un tiempo de desarrollo

relativamente corto.

PPI-MASS representa una herramienta con mucho potencial, por lo que hay

bastantes proyecciones respecto a su futuro. Por ejemplo, se contempla incorporar
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nuevas bases de datos biologicas para proveer mas informacion a los
investigadores. También se planea incorporar mas bases de datos de
interacciones, ademas de BioGRID, para realizar una estimacién del puntaje de
interaccion de SPRINT mas robusta. Finalmente, se contempla normalizar el
puntaje de SPRINT para permitir al usuario juzgar de mejor manera la diferencia en
la probabilidad de interaccion entre las diferentes proteinas de entrada. Todo esto

se desarrollara en futuras versiones de PPI-MASS.
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