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Resumen

La importancia de este trabajo de tesis radica en el hecho de que el estu-
dio del plegado de las proteinas a nivel molecular tiene el fin de prevenir y
entender mutaciones que ponen en peligro la vida de los seres vivos. El plega-
do molecular de proteinas es de vital importancia para entender los factores
fisiologicos externos e internos que provocan que una proteina monomérica
pase de una conformacion a otra.

En este trabajo de tesis se describe el desarrollo de una herramienta que
calcula y simula el plegado de proteinas, utilizando técnicas probabilistas
de la robdtica como son PRM (Probabilistica Roadmap Methods) y RRT
(Rapidly-exploring Random Trees).

Actualmente la cantidad de proteinas analizadas es escasa dado que las
herramientas existentes son caras y necesitan de costosos equipos para rea-
lizar esta tarea. Por lo cual se desarrollo esta herramienta utilizando C++
como lenguaje de programacion, junto con OpenGL y se consume el servicio
Web DSSP para la asignacién de estructuras secundarias en bancos de datos
de proteinas.

Esta herramienta permite a los usuarios finales, una vez encontrado el
proceso de plegado, reproducir una animacién en donde se pueda observar el
comportamiento energético, y asi poder realizar estudios sobre sus causas y
efectos sobre los seres vivos.
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Capitulo 1

Estado del arte

1.1. Proteinas y aminoacidos

El término “protein” originario del griego proteios, significa “primario” o
“de primer orden”. El nombre fue adoptado por Jons Berzelius en 1838 para
enfatizar la importancia de esta clase de molécula. En efecto, las proteinas
juegan un papel crucial, es decir sustentan la vida. Estas moléculas cons-
tituyen los factores que desencadenan los procesos fisiolégicos de los seres
vivos. Por ejemplo, las proteinas proveen la arquitectura de los tejidos que
dan soporte a los musculos, ligamentos, tendones, huesos, pies, cabello, 6rga-
nos y glandulas de los seres vivos. Sus estructuras hacen posible coordinar
funciones (movimiento, regulacién, etc).

Las proteinas también proporcionan los servicios fundamentales de trans-
porte y de almacenamiento en los seres vivos, tales como: oxigeno, hierro en
los musculos y células sanguineas. Un ejemplo de proteinas estructuradas son
la hemoglobina y mioglobina, que sirven para portar oxigeno en los vertebra-
dos. La hemoglobina se encuentra en las células rojas de la sangre y es el
principal portador de oxigeno en la sangre (también transporta el diéxido de
carbono y los iones de hidrégeno). La mioglobina se encuentra en las células
musculares, donde se almacena oxigeno y facilita el movimiento de oxigeno
en el tejido muscular. El esperma de ballena depende de la mioglobina para
almacenar grandes cantidades de oxigeno durante los viajes largos bajo el
agua.

Las proteinas desempenan funciones reguladoras cruciales en muchos pro-
cesos basicos fundamentales de la vida, tales como: la catalisis de reaccién
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(por ejemplo, la digestién), las funciones inmunoldgicas, hormonales, la coor-
dinacién de la actividad neuronal, células, el crecimiento de huesos, y la
diferenciacion celular.

1.1.1. Funciones, tamano y variabilidad

Las moléculas de proteina vienen en una amplia gama de tamanos y se
desenvuelven en muchas funciones. Las principales clases de proteinas inclu-
yen globular, fibrosas, y proteinas de membrana. Las proteinas globulares se
encuentra entre el grupo mas estudiado. Recientemente se descubrié que las
proteinas ribosomales forman una clase de proteinas que se pueden ordenar
como proteinas globulares, con extensiones desordenadas.

Para adaptarse a su medio ambiente y funcién, las proteinas fibrosas (por
ejemplo, la molécula de coldgeno en la piel y los huesos), son generalmente
insolubles en medios acuosos, se extienden en formas distintas, mientras que
las proteinas globulares tienden a ser compactas.

El colageno es una proteina con estructura de hélice hecha de fibras or-
denadas en una disposicién de super-hélice paralelo. Ver [29] para observar
la estructura cristalina de un péptido similar al coldgeno con una secuencia
biolégicamente relevante y un resumen de las estructuras de coldgeno diluci-
dado hasta la fecha. La proteina globular mioglobina es altamente compac-
ta, se organiza en un 75% de hélices. Similarmente, la hemoglobina es un
tetramero compuesto de cuatro cadenas polipéptidas en poder de las inter-
acciones no covalentes; cada sub-unidad de hemoglobina en humanos es muy
similar a la mioglobina. En ambas proteinas se unen las moléculas de oxigeno
a través de un grupo central.

Ciertamente hay algunas proteinas muy grandes, tales como la proteina
titina muscular de alrededor de 27 000 aminoacidos (y la masa de 3.000 kDa),
pero la proteina promedio contiene varios cientos de residuos. El tamano de
los polipéptidos se puede determinar a partir de experimentos de electrofore-
sis en gel: la tasa de migracion de la molécula es inversamente proporcional
al logaritmo de su longitud. La masa de un polipéptido o proteina puede esti-
marse a partir de las relaciones de la movilidad de la masa establecidos para
las proteinas de referencia y por mediciones de espectrometria de masas.
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1.1.2. Aminoacidos y su importancia

Las proteinas y polipéptidos son compuestos de enlaces de aminoécidos.
Esa composicién de aminoacidos es conocida como la estructura primaria o
secuencia para abreviar.

Aminoéacidos

Un aminoéacido es una molécula organica simple que consiste de un amino
bésico (receptor de hidrégeno), unido a un acido (donante de hidrégeno) a
través de un tnico atomo de carbono intermedio.

Cada aminoacido consiste de un atomo de carbono tetrahédrico central
conocido como la alpha («) del carbono (C?) el cual tiene cuatro enlaces: un
dtomo de hidrégeno, un grupo amino receptor de dtomo (NH; ), un grupo
acido pierde un atomo (COO™), y una cadena lateral distintiva, o grupo R
(Ver Figura 1.1).

Figura 1.1: La forma general para un aminodcido (izquierda) , y la disposicién
tetraédrica espacial de un aminodcido (derecha).

Unién de los aminoacidos

Un polipéptido se forma cuando los aminoacidos se unen. Es decir, el
carbono del grupo acido de un aminoacido se une al nitrégeno del grupo
amino de otro aminodcido para formar el péptido (C-N) vinculado con la
liberacién de una molécula de agua (Figura 1.2).

La repeticion general de esta férmula para un polipéptido se muestra en
la Figura 1.3. Cuando el residuo aminoacido es prolina, su C'* esta relacio-
nado con el nitrégeno de la cadena principal peptidica a través del enlace de
prolina.
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H H
Hj c|‘," coo- *+ nHj c‘2 ——C00 -
qu1 F|{2
H O H
. |
— = H0 + NHj ci—C——N—— cg—C00 -
W

Figura 1.2: La formaciéon de un péptido por la unién de dos aminoacidos.

Figura 1.3: La férmula repetida para un polipéptido.



1.1. PROTEINAS Y AMINOACIDOS 5

Un modelo de aspartame, un dipéptido de acido aspartico y fenilalani-
na, se muestra en la Figura 1.4. Fue descubierto por el quimico James M.
Schlatter accidentalmente en 1965, el cual es utilizado como endulzante ar-
tificial. En la Figura 1.4 se puede ver la la estructura primaria y secundaria
del bipéptido aspartame.

Aspartame

Figura 1.4: El bipéptido aspartame.

El repertorio de aminoacidos

Las formulas quimicas de los 20 L-aminoacidos se muestran en la Figura
1.5, con los modelos llenos correspondientes que se muestran en la Figura
1.6. Se ilustra la abreviatura mas cominmente utilizada de tres letras para
cada aminoacido, asi como una agrupacion en sub-familias de aminoacidos.
Un mnemotécnico de una letra también se utiliza para identificar secuencias
de aminoacidos, como se muestra en la Tabla 3.1.

Observando la figura 1.5, se ven las siguientes tres clasificaciones:

= NPo: aminodcidos con cadenas laterales estrictamente no polares (hidréfo-
bos o insoluble en agua):

e Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Pro, Met, Gly, Trp, Tyr;
s CPo: aminoacidos con residuos polares cargados:

e Asp, Glu, His, Lys, Arg;
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CADENAS LATERALES ALIFATICAS (NPo)

Coo™

coo™
1 1 1 CH
*HN—C—H FHN—C—CH, *H, —C—CH_
A i ] ™CH,
H H H 2
Glicina (GLY) Alanina {ALA) ¥alina {¥AL)
coo COO™ CHg
1 _ ~THy 1 [
*H HN—C—CH,=CH__ THy= C——0—CH,—CH,
! CH, oo
Leucina {LEU} Isoleucina {ILE)

Efﬂ?ﬁﬂﬂﬁ%ﬁ;ﬁ HIDROXILO GRUPO AMINO SECUNDARIO
HIN—E—CH—OH FHh —C——C—CH R ——(—H
H H OH CHp., ~CHg
Serina {(SER) Treonina {THR) Prolina {PRO) ﬁz

CADENAS LATERALES ACIDAS ¥

SUS DERIYADOS AMIND(CPo-Asp,Elu; Upo-Asn, GlIn

T - coo™
*H, - g —u_:-—c-|5-:-|5—c'f':'_
. H
Acido aspartico (ASP) Acido glutamico (GLU
coo™ coo™
1 o (] - O
*H N —C—CH,—CL *HaN —C—CH,—CH,—C5
= 1 = - H., : 1 = = H,
H 2 H 2
Asparagina (ASM) Glutamina (GLM)
CADENAS LATERALES QUE CONTIEMNEN AZUFRE (NP0}
c|:-:=:.’ tI:-: o
*H,y —(IZ—L'HE—SHz—E—C'L-, *Hy —LI'—L'H2—E--|
H H
Metionina (MET) Cisteina {CY5)
CADENAS LATERALES BASICAS {CPo) coo™ H
coo™ YN—t—C C/fL “HNH
+ ! - - + o CHe v
Ha —(I:—CHE-CHE—LH._-FLHE— H b =CH
H - Arginina (ARG) H
isi i = NH istidi
Lisina {LYS) #H—C — CHy= CHp— CH—NH—C & Hz Histidina (HIS)
H 2
CADENAS LATERALES AROMATICAS (NPo pero potencial E’-]la-ﬂ "
coo™ H H oo H H I -Gy
e g P70 TG PRNTGmOHme—e
4 N=C=CH,—C CH *HN—C—CH~C C—0CH A HC. .C. «CH
[ 5 Thoed [ o=C N°TC
H H H H
H H H H o
Fenilalanina {PHE) Tirosina (TYR) Triptofano {TRP)

Figura 1.5: Las férmulas quimicas de los 20 aminoacidos naturales que se
encuentra en pH neutro (pH de 7). Las siglas NPO, UPO, CPO denotan,

respectivamente, no polares, polar

es sin carga y aminoacidos polares.
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= UPo: aminodacidos con cadenas laterales polares no cargadas:

e Ser, Thr, Cys, Asn, Gln.

Cada aminoécido tiene una combinacién tnica de propiedades de tamano,
polaridad, los componentes ciclicos, los componentes de azufre, etc., que afec-
tan criticamente las interacciones no covalentes y covalentes (es decir, enlaces
de sulfurd) que le da a la proteina la arquitectura tridimensional (3D). Es-
tas interacciones se originan a partir de electrostaticas, de van der Waals,
hidrofébicas, o fuerzas de enlace de hidrégeno.

Aminoacido Frecuencia [ %]
Alanine (Ala, A) 8.1
Arginina (Arg, R) 5.1
Asparagina (Asn, D) 5.2
Acido aspértico (Asp, N) | 4.0
Cisteina (Cys, C) 1.2
Glutamina (Gln, Q) 3.8
Acido glutamico (Glu, E) | 6.5
Glicina (Gly, G) 7.2
Histidina (His, H) 2.2
Isoleucina (Ile, I) 6.8
Leucina (Leu, L) 10.3
Lisina (Lys, K) 5.9
Metionina (Met, M) 2.5
Fenilalanina (Phe, F) 4.2
Prolina (Pro, P) 4.3
Serina (Ser, S) 6.2
Treonina (Thr, T) 5.1
Triptdfano (Trp, W) 1.1
Tirosina (Tyr, Y) 3.2
Valina (Val, V) 6.9

Cuadro 1.1: Las frecuencias de aminoacidos en las proteinas sobre la base
de los datos de [22] que se analizaron las proteinas 45137 de 15 taxones. Se
utilizan tipos negrita y cursiva, respectivamente, para el mas alto (8%) y
mds baja (= 2,5 %) frecuencias.
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CADENAS LATERALES ALIFATICAS
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Figura 1.6: Los modelos de estructura llena de los 20 aminoacidos naturales
con pH neutro (pH de 7).
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1.1.3. Estructura de la proteina

Durante la creacién de un gen a una proteina, la proteina es formada
por la unién secuencial de aminoacidos de extremo a extremo para formar
una larga cadena molecular, o polimero. Un polimero de aminoacidos se
denomina como un polipéptido. Se han codificado 20 diferentes aminoacidos
cuyas propiedades quimicas dependen de la composiciéon de sus cadenas
laterales. Asi, para una primera aproximacion, una proteina, no es nada mas
que una secuencia de estos aminoécidos (0, mas apropiadamente, residuos de
aminoacidos, porque ambos grupos amino y acidos pierden su acidez y base
propios cuando estos son parte del polipéptido). Esta secuencia se denomina
la estructura primaria de una proteina.

Tl |i| . ||{3 I|i .
H & H {I: C N Il -
\/ N ()
-\ \III: N i N/
= H 0 | I n |
R, H Ry

Figura 1.7: Una cadena polipéptida genérica. Los enlaces que se muestran en
amarillo, conectan aminoacidos separados y se denominan enlaces pépti-
dos.

La estructura primaria de una proteina es facil de obtener de su corres-
pondiente secuencia, asi como por manipulaciéon experimental. Desafortuna-
damente, la estructura primaria se relaciona de manera indirecta a la funcién
de la proteina. Con el fin de que funcione correctamente, una proteina debe
plegarse para formar una forma tridimensional especifica, llamada estruc-
tura nativa o conformacion nativa. La estructura tridimensional de una
proteina generalmente se entiende de una manera jerarquica. La estructura
secundaria se refiere al plegado en una pequena parte de la proteina que
forma una estructura caracteristica. Las estructuras secundarias mas comu-
nes son la a — helices que se muestra en la Figura 1.8 y § — sheets que se
muestra en la Figura 1.9, una o ambas de estas pueden presentarse en casi
todas las proteinas naturales.

La estructura ternaria describe elementos estructurales formados por
aportar mas de una estructura en distintas partes de una cadena del do-
minio. La disposiciéon espacial de estos dominios con respecto a los otros
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Figura 1.8: La estructura a— helice, presenta tres diferentes representaciones.
La de la izquierda es una representacion tipica de cartoon, en la cual la hélice
se presenta como un cilindro. La representacion del centro muestra enlaces
guiados de la proteina. La presentacion de la derecha muestra un modelo
de espacio lleno, este solo modela todos los dtomos (incluyendo los que se
encuentran dentro de la cadena).

Figura 1.9: La estructura [ — sheet, presenta tres diferentes representacio-
nes. La izquierda es una representacién carton, es una representacion anti-
paralela, los segmentos adyacentes de la proteina corren en direcciones opues-
tas. En la parte del centro se encuentra la representacion en cinta o ldminas
plegadas 8, debido a su forma de hebras en zig-zag. La representacion de
la derecha a diferencia de las otras dos representaciones, ilustra las cadenas
laterales. Se toma en cuenta la alineacién de los dtomos de oxigeno (rojo) y
nitrégeno (azul).
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es también considerada parte de la estructura terciaria. Finalmente, muchas
proteinas consisten de mas de un polipéptido plegado junto, y la relacion
espacial entre estos separa el polipéptido en cadenas, esto se denomina la
estructura cuaternaria. Es importante notar que la forma nativa de una pro-
tefna es una consecuencia directa de la secuencia primaria y el ambiente
quimico, lo cual para la mayoria de las proteinas es una solucién acuosa o
bien una bioldgica determinada por el pH (casi neutral), o el interior aceito-
so de una membrana celular. Sin embargo, no existe método computacional
fiable para predecir la estructura nativa de la secuencia de aminoacidos, y
este es un tema de investigacion abierto. Por lo tanto, con el fin de encontrar
la estructura nativa de una proteina se han propuesto diferentes métodos
experimentales.

1.1.4. Métodos para determinar la estructura de las
proteinas

Una estructura de una proteina es una disposicién tridimensional de los
atomos de tal manera que se preserve la integridad de la molécula (su conecti-
vidad). El objetivo de determinar la estructura de una proteina es encontrar
un conjunto de coordenadas (x, y, z) para cada dtomo de la molécula en
su estado natural. Es de particular interés la estructura natural, es decir, la
estructura asumida por la proteina bajo sus condiciones biolégicas, asi como
las estructuras asumidas por la proteina cuando el proceso de interaccion
con otras moléculas se efectiia. A continuacion se muestran los principales
métodos de determinacion de la estructura proteica.

Cristalografia de Rayos X

El método mas cominmente usado y usualmente con mas resoluciéon en
la determinacion estructural de proteinas. Para obtener una estructura por
este método, los laboratorios bioquimicos necesitan obtener, una muestra
cristalina muy pura de una proteina. Los rayos X son pasados por la muestra,
en la que son dirigidos por los electrones de cada atomo de la proteina. La
direccion del patréon es registrado, y se puede utilizar para reconstruir el
patron tridimensional de la densidad de los electrones, y por lo tanto, dentro
de algin error, en la ubicacién de cada atomo. Una estructura cristalina de
alta resolucién, con una resolucién del orden de 1 a 2 Angstroms (A). Un
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Angstrom es el didmetro de un dtomo de hidrégeno 107° metros, o un cien
millonésimo de un centimetro).

A diferencia de otros métodos de determinaciéon de la estructura, con
la cristalografia de rayos X, no hay limite fundamental en el tamano de la
molécula o complejidad para ser estudiado. Sin embargo, con el fin de que
el método funcione, se debe obtener una muestra pura cristalina de una
proteina. Para muchas proteinas, incluyendo muchos receptores unidos a la
membrana, esto no es posible. Ademads, un solo experimento de cristalografia
de rayos x proporciona solo informacién estatica que es, informacién sobre la
estructura nativa de la proteina en las condiciones experimentales particu-
larmente usadas. Las proteinas son a menudo objetos flexibles cuando estan
en su estado natural, por lo que una sola estructura, si bien es 1til, no da
mucha informacion.

Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear (NMR) se ha uti-
lizado recientemente como un método de determinacion de la estructura de
proteinas. En un experimento de NMR, un fuerte campo magnético es aplica-
do a una muestra de proteina a ser estudiada, forzando a los ntcleos atémicos
a alinearse al campo magnético. La senal se emite por un nicleo a medida que
regresa a un estado no alineado en la caracteristica de un ambiente quimico.
La informacion sobre los atomos de dos enlaces quimicos de la resonancia
del nicleo puede proporcionar informacién muy importante acerca de la cer-
cania espacial de los atomos. Esta informacién conduce a un gran sistema de
restricciones de distancias entre atomos de la proteina, que puede ser resuel-
to para encontrar una estructura tridimensional. La estructura obtenida por
un experimento de NMR es variable y depende fuertemente de la flexibili-
dad de la proteina. Debido a la naturaleza del método y la flexibilidad de la
proteina que puede estar siendo estudiada, puede haber muchas estructuras
detectadas para una misma muestra.

La estructura determinada por NMR es generalmente limitada a proteinas
mé&s pequenas que 25-30 kilodaltons (kDa), porque las senales de diferentes
atomos empiezan a traslaparse y se vuelven mas dificiles de resolver. Adicio-
nalmente, la proteina debe estar en una concentracién soluble de 0.2-0.5 mM
sin agregaciones o precipitacion.
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Difraccién de electrones

La difraccién de electrones trabaja bajo el mismo principio de la crista-
lografia de rayos X, pero en lugar de rayos X, los electrones se utilizan para
probar la estructura. La dificultad es obtener e interpretar los datos de di-
fraccién del electron, esta es raramente usada para determinar la estructura
de una proteina.

Prediccién de estructuras

Las grandes macromoléculas complejas y maquinas moleculares presen-
tan un desafio particular en la determinacion de estructuras. Por lo gene-
ral son demasiado largas para ser cristalizadas, y demasiado complejas para
ser resueltas por NMR, la determinacion de la estructura requiere combinar
los microscopios de gran resolucion, con el refinamiento computacional y el
analisis. Las principales técnicas utilizadas son microscopia crioelectrénica
(Cryo-EM) 11 y la microscopia de la luz estandar.

1.1.5. Repositorio de estructuras de proteinas

La mayoria de estructuras de proteinas descubiertas a la fecha pueden ser
encontradas en un gran repositorio de proteinas llamado RCSB Protein Da-
taBank (PDB) [6]. El Protein Data Bank (PDB) es un repositorio de dominio
publico que contiene estructuras tridimensionales de proteinas por métodos
experimentales. La mayoria de las proteinas en PDB han sido determinadas
por cristalografia de rayos X, pero el nimero de proteinas usando NMR ha
ido en incremento gracias a las técnicas computacionales para manejar los
datos desarrollados en este método. En la Figura 1.10 se muestra la péagi-
na actual de PDB donde se observa en la parte superior derecha el niimero
actual de proteinas.

= A MEmBER or Tre SIPIDIES | @EMDanaBank
< 2 PpPB-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK 4

As of Tuesday Apr 29, 2014 at 5 PM PDT there are 99775 Structures | PDB Statistics | M) @ &

Figura 1.10: Pagina principal de Protein Data Bank.
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1.2. Representacion computacional

Para construir un programa eficiente, que sea facil de mantener, y que
otorgue la capacidad de manipular las estructuras de una proteina, se tiene
que contar con las estructuras de datos correctas. Dependiendo de la apli-
cacion del programa, las diferentes presentaciones pueden representar una
ventaja o una desventaja para el usuario final. Por ejemplo, cuando se di-
sefia un programa de visualizacién simple, las coordenadas (x, y, z) de cada
atomo se utilizan y se muestran en la pantalla. Sin embargo, si el progra-
ma es para manipular angulos de enlace y largo de enlaces por ejemplo,
una representacion basada en un grado de libertad interno puede ser mas
apropiado. Algunas aplicaciones pueden entonces necesitar guardar mas que
una representacion al mismo tiempo; por ejemplo un programa que simule la
representacion de la energia potencial de una proteina.

La estructura de una proteina es el conjunto de a&tomos contenidos, y en-
laces que los conecta, es decir su conectividad inherente. Una forma geométri-
ca especifica de una proteina (es la disposicién espacial de los dtomos en la
molécula) se llama conformacién. Esta, da una estructura a la proteina que
puede tener muchas conformaciones diferentes. A continuacion se explica-
ran las dos principales maneras para modelar la estructura de una proteina
y su conformacién para utilizar en un programa de computo: Cartesiana y
Diedral.

1.2.1. Conformacién estructural cartesiana

La informacion esencial para modelar la estructura de una proteina es me-
diante la posicion relativa de cada dtomo, dando una coordenada Cartesiana
(x, v, z). Los métodos populares basados en imdgenes como Cristalografia de
Rayos X, Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y Criogénico Microscépico
Electrénico (Cryo-EM) se usan para obtener posiciones relativas de proteinas
cristalizadas o en solucion. Esta informacién es provista por Protein Data
Bank (PDB) en un archivo con coordenadas. A continuacién se muestran las
primeras 19 coordenadas de la proteina glucagon de PDB en la Figura 1.11.

Cada linea que inicie con el tipo ATOM indica que es un atomo a ser
utilizado para construir la molécula. El ntiimero de serie del atomo es el
siguiente elemento a ser considerado.

El nombre del atomo es el tercer elemento. Es importante notar que el
primero o los dos primeros caracteres del nombre del dtomo consisten del
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LTOH 1 o HI3 & 1 49,6658 Z24.z45 10.436 1.00 25.00 N
LTOH £ Ch HIZ & 1 S0.157 25.57v8 10.784 1.00 16.00 C
LTOH 3 C HIZ & 1 49,169 26,701 10.917Y 1.00 16.00 C
LTOH 4 0O HIZ & 1 45.241 26,524 11.745 1.00 16.00 o]
LTOH 5 CEB HIZ & 1 51.312 26.048 9.543 1.00 16.00 C
LTOH 6 CG HIZ & 1 S0.958 Z6.068 5.340 1.00 16.00 C
LTOH 7 ND1 HIZ & 1 49,636 Z6.144 7.860 1.00 16.00 N
LTOH g CDZ HIZ & 1 51.797 Z6.043 7.286 1.00 16.00 C
ATOHN 9 CE1 HI3 & 1 49.691 Z6.152 6.454 1.00 17.00 C
ATOHN 10 MEZ HIZ & 1 51.046 Z6.050 6.0958 1.00 17.00 M
ATOHN 11 N 3ER L Z 49,788 27.850 10.784 1.00 16.00 M
ATOHN 12 Ch SER & Z 49,1358 29.147 10.6Z0 1.00 15.00 C
ATOHN 13 ¢ 3ER L Z 47.713 Z9.006 10.110 1.00 15.00 C
ATOMN 14 O SER L 2 45.740 29,251 10.864 1.00 15.00 o]
ATOMN 15 CBE SER & 2 49,875 29.930 9.565 1.00 16.00 C
ATON 16 O% SER A z 49.145 31.057 92.176 1.00 19.00 o]
ATON 17 W GLIT A 3 47.620 25.367 §.973 1.00 15.00 N
ATON 15 Ch GLN & 3 46.2587 26.193 G.308 1.00 14.00 C
ATON 15 C GLIT A 3 45.406 27.172 G.963 1.00 14.00 C

Figura 1.11: Primeros 19 elementos de la proteina glucagon.

elemento quimico para el tipo de atomo. El nombre del a&tomo empieza con
C si es un atomo de carbono; N indica un atomo de nitrogeno y O indica un
atomo de oxigeno. En un residuo de aminodacido, el siguiente caracter es el
indicador de lejania, el cual es traducido de acuerdo a:

ma—A
= 5—B
n -G
=0—D
mc— F
s (7
= h—H

El siguiente caracter del nombre del atomo es el indicador de rama, si es
requerido.

El siguiente campo es el tipo de residuo. Es importante notar que cada
elemento contiene su tipo de residuo. En el ejemplo el primer residuo en la
cadena es HIS (histidina) y el segundo residuo es SER (serina).
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El siguiente campo contiene el identificador de la cadena, en este caso es
A.

El siguiente campo contiene el nimero de secuencia del residuo. Es im-
portante tomar en cuenta que a medida que el tipo de residuo cambia de
histidina a serina, el nimero de residuo cambia de 1 a 2. Dos residuos pue-
den ser adyacentes entre si, por lo que el nimero de residuo es importante
para distinguir entre ellos.

Los tres siguientes campos contienen los valores de las coordenadas X,
Y y Z respectivamente. Los tres tltimos campos muestran la ocupacion, el
factor de temperatura (Factor-B), y el elemento quimico.

Los espacios entre los campos son importantes. Si los campos no aplican
estos deben ser dejados en blanco.

1.2.2. Grados de libertad en una proteina

Los grados de libertad de un sistema son un conjunto de parametros
que pueden ser variados, independientemente del estado del sistema. Por
ejemplo, la localizacién de un punto en el espacio cartesiano 2D puede ser
definido como un desplazamiento a lo largo del eje X y un desplazamiento del
eje Y, dado como un par (X, Y). Puede ser también dado como una rotacién
a partir del origen por un grado 6 y una distancia r del origen, dandonos un
par (r,0). En otro caso, un punto se mueve libremente en un plano teniendo
exactamente dos grados de libertad.

Como se menciono anteriormente, la disposicién espacial de los atomos en
una proteina constituye una estructura. En los archivos de coordenadas de
PDB, se puede observar que una manera obvia de definir la conformacion de
una proteina es dando las coordenadas x, y, z para cada atomo, estos datos
son dados a un origen especifico. Estos sin embargo, no son grados de libertad
independientes, no obstante, los atomos dentro de una molécula no pueden
salir de los alrededores de sus atomos vecinos (si no existe una reaccién
quimica). Los dtomos conectados entre si, por ejemplo, se ven obligados a
permanecer cerca, por lo que mover un dtomo hace que los que se encuentran
conectados a él, se muevan de una manera dependiente. En terminologia
cinemaética, esto quiere decir que, el niimero de efectos o de grados de libertad
independientes es mucho menor que el espacio de entradas de parametros (x,
y, z) para cada atomo.
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Enlaces y largo de enlace

Un atomo en una proteina es conectado a otra a través de un enlace
covalente. Cada par de atomos unidos tienen una distancia de separacion
preferente llamada largo de enlace. El largo de enlace puede variar ligera-
mente con las vibraciones como un resorte, y es un grado de libertad, pero
las variaciones reales en longitud de enlace son tan pequenas que la mayoria
de las simulaciones suponen que son fijos para cada par de dtomos. Esta es
una suposicién muy comun en la literatura y reduce el efecto en los grados
de libertad de una proteina. Para el resto de este proyecto y su aplicacién en
el software se realiza esta suposicion.

Aunque el largo de la articulacién no variara para realizar este trabajo,
la presencia de enlaces es importante, ya que nos permite representar la
conectividad de la proteina como un grafo no dirigido, donde los atomos son
los nodos y los enlaces entre estos son aristas unidireccionales. En algunos
casos, es de ayuda para romper de manera artificial cualquier ciclo en el
grafo, elegir un atomo del interior como un atomo de anclaje. El grafo puede
entonces ser tratado como una estructura de arbol, con un atomo de anclaje
como raiz. A continuacién se muestra en la Figura 1.12 una proteina como
una estructura de datos de arbol.

Atomo de ancla

Figura 1.12: Una representacién como arbol de la conectividad de una pro-
tefna, para una molécula muy pequena . Los ciclos son rotos para ignorar un
enlace en cada uno.
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Angulos de enlace

El largo de un enlace es un grado de libertad independiente a dos atomos
conectados. Un conjunto de tres dtomos enlazados en secuencia definen otro
grado de libertad: el angulo entre los dos enlaces adyacentes. Esto es, apro-
piadamente, definido como angulo de enlace. El dangulo de enlace puede ser
calculado como el angulo entre los dos vectores correspondiente a los enlaces
del atomo central a cada uno de sus vecinos. Como el largo de los enlaces, los
angulos de enlace tienden a ser caracteristicos de los dtomos que intervienen,
con algunas excepciones, varian muy poco.

1.2.3. Angulos diedros

En la mayoria de las moléculas orgénicas, incluyendo las proteinas, el
grado de libertad mas importante es la rotacién alrededor de un angulo
diedro (torsional). Un dngulo diedro es definido por cuatro consecutivos
enlaces de atomos. Teniendo cuatro a&tomos consecutivos A; o, A; 1, Ai, Aii1,
el dangulo diedro es definido como el mas pequeno angulo entre el plano II;
y Il, como se muestra en la Figura 1.13. La variacién de los angulos es
consecuencia de la rotacién de los dos enlaces externos alrededor del enlace
central.

Figura 1.13: 1I; es el angulo definido de forma tnica por el plano de los
primeros tres atomos A;_ o, A;_1, A;. Similarmente, Il es el plano definido
por los tres ultimos atomos A;_1, A;, Aiyq, El dngulo diedro, 6 es definido
como el angulo més pequeno entre estos dos planos.
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En este modelo, debido a que el largo del enlace y el angulo de enlace no
se toman en cuenta como grados de libertad de una proteina, los grados de
libertad utilizados son los angulos diedros. La conformacion de la represen-
tacion de la proteina con dngulos diedros como unico grado de libertad es
conocida como modelos ideales o modelos de geometria rigida. Ignorando el
largo del enlace y dngulo de enlace se reduce en gran medida el ntimero de
grados de libertad y por tanto, se reduce la complejidad de representaciéon y
manipulacién de la estructura de una proteina. Aun existen mas representa-
ciones eficientes las cuales reducen el nimero de grados de libertad [58].

Representacion diedra de la proteina

Todos los aminoacidos comparten el mismo ntucleo de un nitrégeno, dos
carbonos, y un atomo de oxigeno. Este nicleo en comun constituye el esque-
leto de la proteina. Hay dos enlaces libres de rotar por residuo de aminodacido
en una cadena de proteina: el primero, designado ®, es consecuencia de la
rotacion a través de los enlaces N y C, y el otro, U el cual es consecuencia
de la rotacién de los enlaces C,, y C'. El enlace péptido entre C de un residuo
y N del residuo adyacente no se puede girar.

El nimero de enlaces diedros por aminoacido es 2, pero el niimero de
cadenas laterales diedras varia con el largo de las cadenas laterales. Su valor
se encuentra entre 0, en el caso de la glicina, que no tiene cadenas laterales,
a b en el caso de la arginina que se observa en la Figura 1.14.

Se pueden generar diferentes estructuras tridimensionales de la misma
proteina variando los angulos diedros. Hay 2N grados de libertad de esque-
letos diedros para una proteina con N aminoacidos, y llega a 4N cadenas
laterales diedras que pueden variar para generar nuevas conformaciones de
la proteina.

1.3. Enfoques para el plegado de proteinas

El proceso de plegado es importante por varias razones, ya que puede
proporcionar la idea de cémo es que se pliegan las proteinas y puede ayu-
dar a entender los factores que controlan este proceso en algunas proteinas
(mecanismos). Esta drea de investigacion es de gran importancia préctica ya
que existen algunas enfermedades devastadoras provocadas por plegamientos
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Angulos diedros en la Arginina

Figura 1.14: Los atomos del esqueleto aparecen en la parte inferior de la
ilustracién (el enlace péptido no es giratorio). Las cadenas laterales diedras
se designan por Yy y un subindice.

no nativos de la proteina, como la encefalopatia espongiforme bovina' , en

estos casos es importante entender por qué ocurren estos plegados y cémo se
podrian prevenir.

En este trabajo se realizo una herramienta para el estudio del plegado
de proteinas. Esta herramienta es capaz de aproximar el mapa potencial
de la proteina y sus energias libres para encontrar caminos de plegado con
potencial energético. En particular con las técnicas probabilistas se podran
encontrar multiples caminos en un simple roadmap.

Existen diferentes trabajos relacionados al plegado de proteinas que han
logrado simular el campo potencial pero que cuentan con diferentes venta-
jas. A continuacion se describen estas técnicas en comparacién a la técnica
utilizada en este trabajo.

Las simulaciones de Monte Carlo [11, 28] y la simulacién de dindmica
molecular [35, 13, 15] proveen solo una trayectoria de plegado, y cada eje-
cucion es computacionalmente intensiva porque estas intentan simular una
cinematica compleja con termodindmica en cada punto visitado en el espa-
cio de conformaciones. Los modelos mecanicos estadisticos [41, 1], por otra

ILa enfermedad de las vacas locas.
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parte, es extremadamente simplificado para interacciones moleculares y se
limita al estudio de los promedios globales del plegado de la cinemaética. Los
modelos de Lattice [8] han sido bien estudiados y poseen fuerte valor teérico
pero no pueden ser aplicados a proteinas reales. Por lo tanto, las técnicas que
se utilizan en nuestro trabajo que son basadas en PRM [50, 3, 49] y RRT[42],
para la construccién de un roadmap para la aproximacién de plegado, son
las tnica técnicas capaces de calcular de manera eficiente multiples caminos
plegables en una tunica prueba.

En el Cuadro 1.2 y el Cuadro 1.3 se proporciona un resumen comparativo
de los diversos modelos de plegamiento de proteinas.

Técnica Pasajes # Caminos | Calidad Dependencia
camino de tiempo

Dinamica No 1 Bueno Si

molecular[35]

Monte Carlo [11, | No 1 Bueno Si

28]

Modelo es- | Si 0 N/A No

tadistico [41, 1]

PRM [50, 3, 49] | Si Muchos Aproximado No

RRT[42] Si 1 Aproximadol No

Modelos de Lat- | No usado en proteinas reales.

tice

Cuadro 1.2: Comparacién de modelos de plegado de proteinas I.

1.4. Conclusion

El proceso de plegado de proteinas permanece en constante investiga-
cion. En este trabajo desarrollamos una herramienta basada en técnicas pro-
babilisticas que permite simular el proceso de plegado, utilizando interfaces
graficas con OpenGL para proveer al usuario final la capacidad de modificar
la estructura de la proteina y utilizar distintas técnicas de visualizacién de
moléculas para facilitar el estudio e interpretacion de los procesos de plegado.

Este trabajo esta limitado a proteinas monoméricas 2, estas proteinas pue-

2Protefnas que cuentan con una tnica cadena polipeptidica.
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Técnica Tiempo de com- | Cinematica de | Nativo necesario
pensacion plegado
Dinamica Largo No No
molecular[35]
Monte Carlo [11, | Largo No No
28]
Modelo es- | Corto Promedio Si
tadistico [41, 1]
PRM [50, 3, 49] | Corto Multiple Si
RRT[42] Corto Muiltiple Si
Modelos de Lat- | No usado en proteinas reales.
tice

Cuadro 1.3: Comparacion de modelos de plegado de proteinas II.

den ser encontradas en la base de datos de proteinas PDB para ser utilizadas
en nuestra herramienta. Esta herramienta de plegado una vez generados los
diferentes caminos, permite al usuario observar el proceso de plegado en una
animacion generada con OpenGL, con lo cual cuentan pocas herramientas
en la actualidad. A continuacién se hace una breve descripcién del contenido
de cada capitulo en este trabajo de tesis.

1. Capitulo 2 Desarrollo de una herramienta de simulacién para

el plegado de proteinas: En este capitulo se explicara el contexto
de la cinemética aplicada a las proteinas (directa e inversa). Se des-
cribird que es un detector de colisiones, y la aplicacion de BioCD el
detector de colisiones bioldgicas.

. Capitulo 3 Plegado de proteinas con algoritmos probabilistas:

Se explicara los algoritmos de planificacién de movimientos basados en
probabilidad (PRM y RRT) y como estos se aplican en el problema de
plegado de proteinas. Asi como los resultados comparativos entre las
dos diferentes propuestas.

. Capitulo 4 Conclusiones y trabajo futuro: hablaremos de los re-

sultados obtenidos y lo que podemos concluir sobre el problema de
plegado de proteinas y los posibles trabajos que podrian aplicarse para
una futura version.




Capitulo 2

Herramienta de simulacion
propuesta

En este capitulo se describen las técnicas necesarias para modelar el
comportamiento de las proteina, modificar su conformaciéon y verificar sus
restricciones bioldgicas, para ello se utilizaron los algoritmos de cinematica
aplicados en la robdtica para modelar las conformaciones y los algoritmos de
deteccion de colisiones para validarlas.

2.1. Cinematica para las proteinas

La cinematica es una rama de la mecanica que se encarga de estudiar el
movimiento de los objetos en ausencia de una masa (inercia) y de la fuerza.
Al realizar variaciones de los angulos diedros se moveran atomos de una
proteina relacionados con otros atomos en el mismo espacio. El problema de
calcular las nuevas ubicaciones espaciales de los atomos, dado un conjunto de
rotaciones diedras se conoce como el problema de la cinematica directa.

La importancia de este problema para el modelado y simulacién de pro-
teinas es claro: como se menciond, los grados de libertad internos general-
mente considerados para una proteina son sus angulos diedros. Asi, los movi-
mientos de una proteina pueden ser logrados mediante el establecimiento de
nuevos valores para sus angulos diedros. Algunas aplicaciones para esto son,
la representacion de una imagen de la proteina y el calculo de su energia, sin
embargo, las coordenadas cartesianas (x, y, z) para cada dtomo siguen siendo
necesarias. Estas se obtienen mediante cinematica directa.

23
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2.1.1. Cinematica directa

Como se dijo anteriormente, una operacién comun en la manipulacién de
proteinas en silicio, es para recuperar las coordenadas cartesianas de cada
atomo en la proteina a partir de nuestro conocimiento de sus angulos diedros
y las rotaciones aplicadas a ellos. Por simplicidad, se supone que se tiene un
atomo de ancla y se estd modelando el esqueleto de la proteina tinicamente,
es decir, la proteina consiste en un enlace en serie compuesto de atomos de
cadena principal consecutivos, como se muestra en la Figura 2.1.

Figura 2.1: Un esqueleto de la proteina como un enlace encadenado.

Enfoque simple

La manera mas simple para representar una cadena de proteina es alma-
cenar las coordenadas cartesianas (z,y, z) de cada d&tomo en todo momento.
Estas coordenadas son relativas a algin sistema de coordenadas global, de
hecho no se considera importante, por ejemplo el hecho de que las posiciones
atomicas fueron obtenidas por cristalografia de rayos X y que por lo general
se leen desde el archivo PDB. Estas coordenadas se pueden cambiar si se
desea. Los cambios comunes son para eliminar el centro de masa.

Pero se dijo anteriormente que los grados naturales de libertad de ma-
nipulaciones cinemética son generalmente los angulos diedros tunicamente.
Esto significa que los algoritmos que operan en angulos diedros para lograr
sus objetivos normalmente requieren una forma de modificar las coordena-
das cuando se realizan rotaciones diedras, para reflejar las nuevas posiciones
atémicas. Esto se puede hacer facilmente con las matrices de rotacién de la
siguiente manera.

Cuando se efectiia una rotacién de 6 grados alrededor de un enlace 7, se
puede pensar en todas las posiciones de los atomos a partir de i+ 2 rotaciones
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alrededor del eje definido como enlace i, y todos los otros atomos (de anclaje
al 4&tomo 7 + 1 inclusive) permanecen fijos. Por lo tanto, en una rotacién tal,
las coordenadas cartesianas de los atomos después de la unién necesitan ser
actualizados, y sus nuevos valores se dan por:

[/, y, 2, 1|7 = R(i,0) * [z,y,2,1]" (2.1)

Donde [z, vy, 2, 1] es la posicién del dtomo genérico n en forma homogénea,
[',y/, 2, 1] es esta posicién después de la rotacién (T es la operacién trans-
lacién), y R(i,6) es una matriz 4 x 4 que codifica una rotacién de 6 grados
alrededor del eje que coincide con el vinculo 7 que pasa a través de un dtomo
a;. Y es dado en una forma homogénea como:

R(i,0) = T(a;) *x Ry(eje,0) * T'(—a;) (2.2)

En la formula anterior, T'(z) es una translacién por el vector x, Ro(eje, 6)
es una rotacion alrededor de un eje que pasa por el origen del sistema de
coordenadas especificado. Como puede verse, esta rotacion alrededor de un
punto arbitrario se realiza mediante la traduccién del punto al origen. Al
girar el atomo de objetivo alrededor del eje que pasa por el origen, y luego
trasladar lo de nuevo (la composicién de estas 3 transformaciones produce
una unica matriz homogénea 4x4 que realice el mismo efecto).

El eje de rotacion puede ser facilmente calculada a partir de las posiciones
de los atomos ¢ e i+ 1 debe tener una unidad de norma. Para realizar rotacio-
nes sucesivas sobre los enlaces, este procedimiento puede ser repetitivo para
actualizar las coordenadas para cada rotacion. Teniendo en cuenta que la
convencién usada para la multiplicacion de matriz-vector es para multiplicar
vectores columna por matrices de la izquierda, por lo que la transformacion
de méas a la derecha queda aplicada en primer lugar, y asi sucesivamente.
Esta es la convencion utilizada en la mayor parte de la literatura, pero una
convencién alternativa es posible (multiplicar vectores fila con las matrices
de la derecha, estas matrices son la transposicion de la convencién vector
columna) por cuestiones de facilidad.

Alternativamente, si muchas rotaciones necesitan ser realizadas al mis-
mo tiempo (y no son necesarias las coordenadas cartesianas intermedias),
estas rotaciones pueden ser ordenadas por nimero de enlaces y se aplican
simultaneamente, senalando que las rotaciones se pueden realizar de una
manera acumulativa al atomo final. La capacidad de rotacién de la cadena
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alrededor de vectores arbitrarios en el espacio (es decir, no a través del ori-
gen) es uno de los principales beneficios de las transformaciones homogéneas.
Por ejemplo, si se deben aplicar al mismo tiempo, uno alrededor del enlace
3 de 30 grados y otro alrededor del enlace 7 de 15 grados dos rotaciones, los
atomos entre los enlaces 3 y 7 se actualizan a través de :

/Y T T
s Y9 ” - 3 sy Yy <y .
[y, 2" 1] R(enlaces, 30) * [z, y, z, 1] (2.3)

Para los atomos después del enlace 7 son actualizados como:

[2',y, 2, 1]" = R(enlacer, 15) * R(enlaces, 30) * [x,y, z, 1]* (2.4)

En lo anterior, el enlace n es el vector unitario definido a lo largo del enlace
n, facilmente calculado restando las coordenadas de los a&tomos de n+1 y n, y
luego dividiendo por su norma. El encadenamiento de transformaciones como
se explico anteriormente es muy util para lograr rotaciones arbitrarias de
enlaces dentro de una proteina. Las secciones de la proteina (es decir, &tomos
que pertenecen a determinados residuos) pueden ser actualizadas cuando una
rotacion diedra se lleva a cabo simplemente mediante la construccion de la
matriz general que debe afectarlos.

Convencién Denavit-Hartenberg

La aproximacién anterior, es simple e intuitiva, pero tiene algunas defi-
ciencias:

= La acumulacion de las operaciones matematicas en las matrices de ro-
taciéon es propensa a la inestabilidad numérica. Después de solo un par
de cientos de rotaciones de un punto, la acumulacién en otro, la posi-
cién final del punto puede comenzar difiriendo significativamente de su
posicion actual, prevista. Como consecuencia de ello, la posicion rela-
tiva y la orientacion de los atomos en la cadena de la proteina ya no
estdn de acuerdo con la estructura de la proteina. En particular, las
longitudes y dngulos de enlace comenzara a estriarse y desviarse de sus
valores fisicamente aceptables.

= Los valores reales de las coordenadas cartesianas se almacenan siempre
en una referencia particular arbitrada. Por ejemplo, si se quiere tras-
ladar la proteina, se tendria que modificar las coordenadas cartesianas
almacenadas.
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= Una vez que se aplica una rotacién, el método olvida los valores actuales
de los angulos diedros, que tendrian que ser recalculados si es necesario.
Lo que se almacena es una instantanea de las coordenadas cartesianas
actuales de cada atomo.

La definicién original de la cinemética directa, sin embargo, es un méto-
do para obtener las coordenadas cartesianas de cada atomo de los valores
actuales de los grados de libertad internos (dngulos diedros en nuestro ca-
so) en cualquier momento. En este enfoque, las coordenadas cartesianas no
necesitan ser calculadas de nuevo después de cada cambio en los dngulos die-
dros, sino mas bien, la idea es almacenar los valores actuales de los dngulos
diedros, y tener un procedimiento para reconstruir las posiciones atémicas
cuando sea necesario. Las ventajas de este enfoque son:

= Una representacién mas compacta de las variables del problema, dado
que los angulos diedros requieren menos espacio que el (z,y, z) de cada
atomo (la topologia de la proteina requiere los valores de las longitudes
de enlace y angulos de todos modos, por lo que la cantidad total de
numeros para almacenar es importante).

= No es propenso a la inestabilidad numérica considerando que el niimero
de rotaciones realizadas para posicionar un atomo es siempre un niimero
de secuencias en la cadena. (En realidad, si la cadena es de miles de
residuos largos, podria surgir cierta incertidumbre en la posicion de
los atomos de lejos a lo largo de la cadena, pero la posicién relativa
de atomos consecutivos, se pueden mantener bajo control evitando la
unién de estiramiento).

= La realizacién de una rotacion diedra consiste simplemente en sumar o
restar el angulo de giro en el valor almacenado para cada angulo. En
particular, las rotaciones simultaneas (es decir, girar mas de un éngulo
diedro a la vez), que consiste en multiplicar muchas matrices 4 x 4 en
el método global, reduce la modificacion de los valores de angulos.

= No hay un marco global de coordenadas explicito para la proteina. Se
puede colocar arbitrariamente anteponiendo una matriz de posicién/o-
rientacion para el calculo de la cinemética directa.

El tnico paso de procesamiento previo que es necesario para empezar a
trabajar con este método, es para a extraer los valores iniciales de los angu-
los diedros. En este modelo, la longitud y angulo de enlace son considerados
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constantes. A partir de las coordenadas de cada atomo disponibles en el
archivo PDB, se puede calcular la conformacién nativa de la proteina. La
longitud de enlace es calculada como la distancia existente entre dos atomos
conectados, el angulo de enlace es el angulo formado entre dos vectores con-
secutivos (el producto escalar de dos vectores se obtiene del producto de sus
longitudes por dos veces el coseno del angulo entre ellos). A continuacién
se presentan las transformaciones necesarias para poder aplicar el marco de
referencia Denavit-Hartenberg.

Consideremos tres enlaces consecutivos, como en la siguiente figura. Se
considera que un marco de coordenadas local se adjunta al comienzo de
cada enlace. Por ejemplo, el sistema de coordenadas local x;_1,v;_1,2;_1 se
centra en el &tomo de A;_;. Por lo tanto, imaginemos que la posicién de cada
atomo en un espacio tridimensional se especifica en términos de un marco
que esta anclado en el atomo anterior.

Teniendo en cuenta los marcos en el atomo de A;_5, y un atomo de A;_1,
se puede determinar cémo los marcos en los atomos de A; y el atomo de
A;_1 cambiaran en el espacio como consecuencia de una rotacion alrededor
del enlace que conecta los atomos A;_; y A; con el dngulo diedro [58].

La transformacién correcta puede calcularse en términos de tres operacio-
nes primitivas: dos rotaciones y una translacion. Las dos rotaciones son una
rotacién alrededor del enlace diedro por el angulo diedro y una rotacién al-
rededor de un eje perpendicular al angulo de enlace, por el angulo de enlace.
La translacion se refiere al hecho de que los origenes de los marcos estan en
los respectivos centros de los dtomos conectados por el enlace, por lo tanto
separadas por longitudes de enlace.

El orden en que se realizan las 3 operaciones para obtener la transfor-
macion total que da como resultado la posicién del atomo ¢ en términos del
marco de referencia ¢ — 1, es la siguiente:

R(z, ;1) * R(2,0) «T(0,0,d;) (2.5)

Donde las rotaciones en los ejes son los vectores x(1,0,0) y 2(0,0,1), no
deben ser confundido con el formalismo DH. El resultado es la transformacién
homogénea siguiente:
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Figura 2.2: Para describir el &tomo ¢ en términos del marco de coordenadas
centrados en el 4tomo ¢ — 1, son necesarias dos rotaciones y una translacion.

cos(6;) —sin(6;) 0 0
sin(0;)cos(ai—1) cos(0;)cos(ai—1) —sin(a;—1) —sin(a;—1) * d;
sin(0;)sin(a;—1) cos(0;)sin(c;—1) cos(a;—1)  cos(a;—1) * d;

0 0 0 1

E =

(2.6)
La ecuacién 2.6 muestra la transformacién homogénea para expresar las coor-
denadas del i — estmo atomo en términos del eje centrado en ¢ — 1.
Podemos notar que 6; es el angulo diedro en el enlace b; y «;_1 es el
angulo de enlace entre en enlace b;_; y b;d; es el largo del enlace b;. En [12] se
propone una descripcion mas detallada de este proceso. La posicion de algin
atomo en la molécula puede ser determinada por un conjunto de matrices
encadenadas de la siguiente manera. Por ejemplo, decimos que b;, b;_1, ..., by,
representa la secuencia de los enlaces en el camino de un atomo en particular
al atomo central a..,. Entonces, para un atomo a, su coordenada cartesiana
con respecto a la referencia el &tomo central estd dado como sigue:

[:Ciayiazia 1]t = T1T2---ﬂ[070707 1]t (27)

La coordenada del dtomo a con respecto a la referencia que es (0,0, 0).
Para completar la descripcion, se pueden permitir rotaciones o translacio-
nes a la referencia local, unido al &tomo de ancla con respecto a algiin marco
global. Las rotaciones del atomo de ancla con respecto a un marco global
que causa rotaciones rigidas de la cadena polipeptidica entera. Para ello, uno
puede definir el marco de la rotaciéon como la matriz de Euler definida por
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los angulos de Euler de la estructura local del atomo de ancla a la estructura
global.

Como se menciond, hay muchas convenciones para definir la matriz de
Euler. Una de estas es la convenciéon XY Z, que define la matriz de Euler
como el producto de tres matrices de rotacion: rotacién alrededor del eje
z por el angulo «a; rotacién alrededor del eje y por el angulo (; rotacion
alrededor del eje x por el angulo v, El orden de realizaciéon de estas tres
rotaciones en las convenciones de X,Y, Z es:

Primero la rotacién en el eje z, luego alrededor del eje y, y en torno al
eje z al final. La matriz de Euler resultante de acuerdo con esta convencién
se define a continuacion.

cacf  casfsy — sacy casfey+ sacy 0
sacf  sasfsy+ cacy sasfey —casy 0
sp cBsy cBey 0
0 0 0 1

E =

a, 3,7 son los llamados angulos de Euler. Los dangulos con respecto a cada
uno de los ejes cartesianos. La convencién usada aqui es XY Z, ca y sa son
las abreviaciones de cos(«) y sin(a) respectivamente.

La matriz de Euler se puede aplicar a las rotaciones diedras de acumula-
cién con el fin de permitir que el dtomo de ancla se mueva con respecto a un
punto de origen global.

La cinematica directa cumple con resolver el problema de poder manipular
la configuracion de la proteina modificando sus angulos diedros para obtener
una nueva configuracion correcta. La cinemética directa ayuda a manipular
la configuracién de la proteina pero en el caso de que se quiera obtener una
configuracion a partir de un punto o un dato de referencia se necesita resolver
un nuevo problema llamado cinemaética inversa.

2.1.2. Cinematica inversa

La cinematica inversa es el problema de encontrar valores para los grados
de libertad de una cadena cinemaética, de los angulos diedros, que satisfacen
cierta configuracion espacial. Por ejemplo, en algunas aplicaciones, es nece-
sario para encontrar las rotaciones que pueden dirigir ciertos atomos a una
localizacion espacial determinada. El movimiento de los dtomos es especial-
mente importante porque estos han asumido una posicién en la localizacién
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espacial. Sin embargo, los atomos deben moverse juntos con el fin de no rom-
per los enlaces durante su movimiento. Es tan facil dado que los modelos de su
movimiento estan dados por sus dangulos diedros en el espacio, donde el largo
del enlace y el angulo del enlace son fijos. Estos parametros del movimiento
de la proteina, son llamados los modelos de geometria rigida.

Resolver el problema de la cinemética inversa en el contexto de las pro-
teinas, por ejemplo, sirve para encontrar que valores de los angulos diedros
de la proteina en sus cadenas polipéptidas permiten una configuraciéon donde
el punto final satisface un cierto criterio, esto es un problema muy impor-
tante en la biologia estructural. La relevancia de la cinematica inversa para
proteinas puede verse en tres principales aplicaciones:

= Encontrar un ciclo perdido (Problema de ciclo cerrado).

= Estudiar las caracteristicas de un fragmento de la proteina en cierta
configuracion.

= Generar ensambles de la estructura de una proteina.

En la aplicacion de algoritmos de cinematica inversa en proteinas, es po-
sible aprovechar la sorprendente similitud entre las moléculas orgéanicas y los
manipuladores robéticos (brazos robéticos), en términos de cémo se mueven.
Como los robots manipuladores tienen articulaciones, las proteinas tienen
atomos. Como los robots manipuladores tienen vinculos que conectan las
articulaciones, las proteinas tienen lazos que unen sus atomos. La similitud
entre las proteinas y los robots hace posible que se pueda aplicar a las pro-
teinas una gran cantidad de soluciones al problema de la cinematica inversa
existentes en la literatura de la robdtica

Antes de dar algin ejemplo de cinematica inversa, es importante decir
que la cinematica inversa es el problema inverso de la cinematica directa.
Una manera inmediata de resolver la cinemética inversa es invirtiendo las
ecuaciones de la cinemética directa. Como se puede observar en la Figura
2.3, la solucién al problema de la cinematica inversa no es necesariamente
unico. De hecho, como el nimero de grados de libertad aumenta, el niimero
maximo de soluciones también aumenta. Un hecho importante es decir que
un sistema no tiene solucién para un punto dado si este se encuentra fuera
del alcance del robot.

La cinemética inversa tienen dos categorias [59]:

= Exacta, clasica o de métodos algebraicos:
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(x.,y)

Figura 2.3: Caso con doble solucién de la cinemaética inversa en un manipu-
lador de dos grados de libertad.

e Son completos.
e Reportan todas las posibles soluciones para una configuracion.

e Trabajan bien para configuraciones con menos de 9 grados de li-
bertad.

e Enfoque jerarquico.
» Heuristicos o métodos de optimizacién:

e No son completos.

e No tiene restricciones con los grados de libertad que se pueden
trabajar.

En este trabajo de tesis se trabajo con el algoritmo heuristico de Coor-
denadas Descendientes (CCD) [7] debido a que permite utilizar un amplio
nimero de grados de libertad. Sin embargo, a continuacién se mencionara
mas acerca de las estrategias exactas y heuristicas.

Cinematica inversa clasica

Se sabe que los manipuladores con un maximo de seis grados de liber-
tad, tienen un numero finito de soluciones para la cinematica inversa de un
problema [12]. Esto quiere decir, sin embargo, que los métodos analiticos no
son capaces de encontrar solucion para todos los tipos de manipuladores.
Para manipuladores con solo articulaciones de giro, como es el caso para las
moléculas, el nimero de soluciones maximas para una configuracion es de 16,
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cuando el nimero de grados de libertad no excede de seis [44]. Los trabajos
mas recientes aumentaron el limite de 6 a 9 grados de libertad haciendo uso
de subdivisiones eficientes del manipulador y el espacio de soluciones [61].

Nuestro trabajo de tesis no utilizara algoritmos clésicos de cinematica in-
versa porque limitaria en gran medida este desarrollo debido a que se podrian
manejar un maximo de 6 a 9 grados de libertad y se sabe que las proteinas
que cuentan con cientos de aminoacidos tienen 2N grados de libertad por lo
cual no tendria ningun sentido utilizarlos.

Cinematica inversa con optimizacion

Las soluciones basadas en optimizaciéon son consideradas como una so-
luciéon mas apropiada para cadenas con un nimero arbitrario de grados de
libertad. Existen dos principales algoritmos utilizados para la cinematica in-
versa en manipuladores Random Tweak(Ajustes Aleatorios) [16] y Cyclic
Coordinate Descent (CCD Coordenadas Descendientes) [7]. Ambos métodos
estan basados en cambios iterativos de los grados de libertad de algunas
articulaciones de la cadena cinemética hacia una posicién objetivo.

Random Tweak es computacionalmente caro, numéricamente inestable,
no es libre de singularidades matematicas [16] . CCD es computacionalmente
barato y libre de singularidades [54]. En la aplicacién del estudio de estruc-
turas biolégicas como las proteinas.

En nuestro trabajo de tesis se utilizara CCD por ser el mas recomenda-
do en la literatura y por permitir trabajar con un gran nimero grados de
libertad.

Coordenadas Descendientes (CCD)

CCD es un método iterativo que mueve las articulaciones en el orden
opuesto a su importancia. Las articulaciones exteriores son rotadas primero
y a continuacién van iterando con las articulaciones internas de manera con-
secutiva. A diferencia de los algoritmos basados en el calculo de la inversa
Jacobiana, este algoritmo es més répido y de convergencia répida [7]. El algo-
ritmo asigna valores de forma iterativa a todos los angulos diedros ajustables
desde el N-termino al extremo C-termino de la estructura cinematica. CCD
es adecuado como un método de prediccién de ciclos, ya que genera un gran
nimero de estructuras de prueba.

Como se observa en la Figura 2.4, el algoritmo mide la diferencia entre
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Figura 2.4: Uso de CCD: cada enlace p,. es rotado asi que 8 = 0.

la posiciéon p. y la posicion final p., y entre la posicion p. y la posicién
objetivo p;. A continuacion, calcula una rotacién o un cuaternion para reducir
esta diferencia a cero. Se hace esto para cada articulacién, la iteracion del
vector final gira la articulaciéon inmovilizando la raiz de la cadena cinematica.
A medida que las articulaciones cercanas al vector final giran mas que las
articulaciones cercanas a la articulacién final, aparecera la cadena cinematica
para rotar sobre si misma [40].

Se necesita resolver un conjunto de ecuaciones para cada articulacién
de los éangulos en el algoritmo de CCD, se necesitan resolver las siguientes
ecuaciones:

Pe — Pc Pt — De
cos(f) = * (2.8)
[lpe = pell - lpe = pel|

Pe — Pec Pt — Pe
||pe_pc|| ||pt_pc||

Donde p; es el punto objetivo, p. es el vector final, y p. es la articulacién
actual que esta siendo rotada. El vector 7 es el eje de rotacion. Asi que cada
articulacién p. es rotada por un angulo 6 alrededor de 7.

El trabajo realizado en este proyecto de investigacién implementa CCD,
basédndose en [7], el cual modifica el algoritmo para adaptarlo al &mbito de
las proteinas. La Figura 2.5 muestra como se realiza la implementacion en el
campo de las proteinas.

P =

(2.9)
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Figura 2.5: CCD aplicado al campo de las proteinas.

2.2. Deteccién de colisiones

2.2.1. Introduccion

La deteccién de colisiones (CD) es un problema clasico en la robdtica y en
los gréficos por computadora. Ver [53, 21, 19] para recientes estudios. Esta
ha sido ampliamente estudiada durante la década pasada y muchos paquetes
de deteccién de colisiones eficientes estan ahora disponibles. Una importante
aplicacién de los algoritmos CD es la planificacién de movimientos roboticos.
En particular, los planificadores basados en muestras (e.g. [26, 23]) extensa-
mente usan técnica de CD para checar la validez de las muestras configuradas
y del camino local computado entre las muestras. Es conocido que estos pla-
nificadores pasan la mayor parte del tiempo de calculo haciendo estas pruebas
de validez. Por lo tanto, su rendimiento global para la exploracion es limitado
y las configuraciones con altos niveles de dimensionalidad dependen en gran
medida de las técnicas CD geométricas mas eficientes.

Muchas de las aproximaciones actuales en CD fueron disenadas para ha-
cer frente a la complejidad geométrica de escenas compuestas por un largo
nimero de obstaculos complicados. La auto-colision de los robots es gene-
ralmente manejada entre cuerpos considerados como un conjunto de objetos
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independientes rigidos. Mientras tal aproximacién es suficientemente apro-
piada para robots simples con un limitado nimero de articulaciones, esto se
torna ineficiente cuando los aplicamos a articulaciones mas complejas (ejem-
plo [30]).

Las técnicas de planificacién de movimientos son aplicadas hoy en dia
en diversos dominios como animacién [43, 57] y biologia computacional [3,
4, 52| que involucran sistemas con muchos grados de libertad (DOF) los
cuales requieren una nueva clase de algoritmos de CD. En aplicaciones de
biologia computacional, la deteccién de colisiones es un problema muy dificil,
puesto que las macromoléculas, como una proteina pueden ser formados con
gran cantidad de cadenas articuladas con arriba de 100 DOF. La Figura 2.6
muestra el modelo de una proteina de tamano mediano y da muestra de
la complejidad del correspondiente mecanismo articulado. El requerimiento
para la técnica especifica de CD es por lo tanto crucial para evitar el alto costo
cuadratico de enumerar todos los pares de atomos no unidos en los modelos
con miles de atomos. En particular, el nimero para ser considerado para auto-
colisién se puede reducir drasticamente teniendo en cuenta las limitaciones
estructurales impuestas por la estructura de la cadena cinemética. Solo pocos
trabajos en CD [18, 36] se dirigen a este problema en especifico de pruebas
de auto-colisién para cadenas cinematicas complejas.

2.2.2. BioCD

A continuacién describe el algoritmo de BioCD|[14]| propuesto por Juan
Cortés, Thierry Siméon y Vicente Ruiz fue desarrollado para hacer mas efi-
cientes la deteccion de colision y la distancia computacional entre grandes
cadenas moleculares articuladas, incluyendo auto-colisién eficiente dentro de
cada cadena. BioCD esta actualmente integrado dentro de planificadores de
caminos en [10] para computar grandes movimientos de flexibilidad molecu-
lar.

Agrupacién rigida de atomos

El cuerpo de un modelo molecular articulado esta formados por grupos
de atomos unidos rigidamente. Estos grupos pueden tener tamanos muy di-
ferentes. Tomando provecho de la conocida estructura secundaria (Figura 4),
a — helice y [ — sheets son considerados a menudo elementos rigidos para
los métodos de modelizacién molecular. Los grupos rigidos de atomos pue-
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den ser aiin mas largos, por ejemplo cuando se refieren a todos los elementos
de la estructura secundaria en un dominio. En contra parte, en porciones
de proteinas flexibles como en los ciclos de proteina, los grupos rigidos son
mucho mas pequenos y estos solo se preocupan por pocos residuos de atomos
internos, como ilustra la Figura 2.6.

Figura 2.6: Modelo mecanico para un aminoacido flexible de una proteina.
Esta compuesto de cinco cuerpos rigidos, clasificados en: grupo de esqueletos
rigidos { Ry1, Ry2, Ri3, Ra1, R}

Si se usa una aproximacion clasica de cinematica de un robot, un sistema
de coordenadas cartesianas puede conectar a cada cuerpo rigido. La locali-
zacion relativa es definida como una matriz de transformacion homogénea
que es la funcién de rotacion entre estos angulos. La posicién de un atomo
en un grupo rigido con relacién a su correspondiente cuadro es definido sim-
plemente por un vector. Un método similar de modelado fue propuesto en
[60].
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Colisiones en cadenas moleculares

La deteccién de colision aplicada a modelado molecular actiia como un
filtro geométrico que no permiten estructuras con grande restricciones van
der Waals (VDW). El filtro necesita ser tan selectivo como sea posible, pero
no tanto para rechazar estructuras correctas. A continuacion se discutira co-
mo las restricciones energéticas pueden ser traducidas dentro de la distancia
geométrica restrictiva entre la posicion de los atomos.

La interaccién de van der Waals entre atomo ¢ y 7 depende de su distancia
relativa, d, y una distancia equilibrada, dy, determinada por el tipo de los
dos atomos. La fuerza es poco atractiva a distancias medias, nula en d =
dy y exponencialmente repulsiva en distancias pequenas. Existe un limite
de energia van der Waals que no puede ser compensado por cualquier otro
componente de energia. Esta energia alcanza una fraccién 0 < p < 1 de la
distancia equilibrada (p ~ 0,8). Por lo tanto el detector de colisiones debe
rechazar alguna estructura para la cual d < p X dy para algin par de atomos.

Se necesitan manejar dos restricciones moleculares para el detector de
colisiones para evitar rechazar una estructura valida. Primero, la interaccion
de van der Waals solo con referencia a atomos no enlazados, estos no son
relevante entre atomos separados por tres o menos enlaces quimicos. Por lo
consiguiente, solo los pares de a&tomos separados por cuatro o mas enlaces tie-
nen que ser considerados para la colision. Esta es una de las particularidades
que cualquier CD molecular debe tener en cuenta. La evaluacion de la distan-
cia entre &tomos topologicamente cercanos es, en consecuencia, inutil, y debe
evitarse en la medida de lo posible en lugar de calcular todas las interacciones
y seleccionando el que sea relevante en una etapa de post-procesamiento.

Otra restriccién especifica de la aplicacién molecular es que la distancia
de colisién p x d depende en el tipo de los dos atomos que interactian. Por
ejemplo, es necesario para el modelo la presencia de enlaces de hidrégeno
que acortan la distancia equilibrada entre un par de atomos especificos. En
resumen, los criterios de colisién pueden ser escritos como:

d < My vy TopDist(i, j) > 3 (2.10)

Donde M es una matriz cuadrada simétrica de distancias limites inde-
xadas para los tipos de atomo y TopDist(i, j) es la distancia de topologia
quimica entre los atomos 7 y j. Nota que las condiciones de geometria varian
como la condiciéon de la matriz son méas general que el usual en la literatura

de CD.
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Algoritmo

El algoritmo de BioCD se basa en una jerarquia de dos niveles organiza-
dos en torno al concepto de grupos rigidos de atomos. Para aprovechar las
condiciones SBMP antes mencionadas: Solo un conjunto de k grados de li-
bertad son permitidos cambiar mientras todos los demas son bloqueados. La
preseleccién de los grados de libertad puede cambiar ocasionalmente (cuando
se define un nuevo problema de planificacién de movimientos en la cadena
molecular), pero muchas consultas al detector de colisiones pueden ser reali-
zadas con el mismo conjunto de grados de libertad seleccionados. Si bien los
grados de libertad seleccionados no cambian, muchos atomos en la cadena
molecular no se someten a ningin desplazamiento relativo con respecto a
otros atomos. La jerarquia de dos niveles permite de forma sencilla evitar
pruebas inttiles entre dichos pares de atomos.

Un grupo rigido se define como el conjunto méaximo de 4tomos conectados
en la que no hay cambio en la distancia interna. Los grupos rigidos pueden
tener diferentes tamanos dependiendo del grado de libertad seleccionado.
Los grupos rigidos més pequenos corresponden a los cuerpos del resto del
modelo articulado. Los grupos mas grandes de dtomos se crean a lo largo del
segmento rigido del esqueleto de la cadena. , ejemplo o — helices o 3 — sheet
de la estructura secundaria. También se toman en cuenta los grupos rigidos
cercanos cuyas posiciones relativas se mantienen fijas (e.g. parejas de § —
sheet) son reunidos dentro de un grupo. La Figura 2.7 muestra los dtomos
de una cadena segmentada.

BioCD identifica los grupos rigidos de modelo molecular y construye una
jerarquia para cada uno de ellos. Estas son las jerarquias de bajo nivel. Cada
uno de ellos organiza los atomos del grupo rigido y la raiz representa el
grupo en si. La jerarquia de nivel superior se encarga de las raices de bajo
nivel. Descartando los pares de atomos cuya interacciéon no cambia de una
iteracion a otra (es decir, que tienen lugar dentro de un grupo rigido) se
efectia simplemente mediante no probar el nodo raiz representante del grupo
rigido consigo mismo.

La jerarquia de dos niveles se induce mediante el requisito de tener un
unico nodo que representa a cada conjunto de los grupos de atomos rigidos.
Esta es la mejor manera de excluir las pruebas entre los &tomos con posiciones
relativas fijas. Permite también aislar cerca de las partes de la jerarquia que
no debe ser reconstruido, la maximizacion de su tamano de manera que una
bandera en un nivel de la jerarquia no seria capaz de hacer.
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Figura 2.7: Representacion de un segmento e para una proteina totalmente
articulada (a) y el mismo segmento con solo dos cadenas laterales articuladas
(b). Las cajas grises contienen a los grupos rigidos de atomos. Las cajas pun-
teadas corresponden a los grupos de atomos basicos manejados por BioCD
para comprobar las interacciones de corto alcance.
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El interés de la jerarquia de adaptacion espacial es doble. Primero, éstas
permite una auto-deteccién de colisiones rapida, O(n)! en el peor caso (ver
[37]) y también, estas no estdn limitadas a alguna topologia particular. Sin
embargo, ellas requieren en el peor caso O(nlogn) de tiempo de construccion.

La jerarquia superior es presentada como un arbol binario de Ejes Alinea-
dos a Cajas Limitadas (Axis Aligned Bounded Boxes (AABBs)), elegidas
porque ellas permiten hacer pruebas rapidas de superposicién, mientras que
son volimenes delimitadores mas estrechos que las esferas. La propuesta es
para organizar un conjunto de basicos AABBs de tal manera que la capa de
un nodo sea un buen indicador de la aproximacion espacial de los elementos
limite.

Una vez definida la conformacion, la fase de deteccion de colisiones sigue
el algoritmo estandar para probar las colisiones entre los diferentes AABBs.
El algoritmo omite la prueba consigo mismo. Para analizar esta etapa del
algoritmo se utilizé la libreria PQP[17] ya que permite analizar colisiones
entre diferentes AABBs. Si se comprueba una auto-colisién en la jerarquia
superior se pasa, a verificar los pares de atomos. Para el andlisis en la jerarquia
inferior inicamente se comprueban las diferencias entre los diferentes tipos
de atomos para verificar que se cumplan las interacciones de van der Waals.

Este trabajo se encuentra més detallado en [14]. En él los autores explican
mas a detalle las funciones, jerarquias y trabajos relacionados a este detector
de colisiones biolégicas.

2.3. Visualizacion con la herramienta desa-
rrollada

En esta seccién se describiran los médulos con los que cuenta la herra-
mienta desarrollada, se mostraran ejemplos de visualizacién de proteinas y
de la implementacion del detector de colisiones BioCD. La herramienta desa-
rrollada se puede observar en la Figura 2.8, la Figura 2.9 y la Figura 2.10. A
continuacion se describe cada componente que se encuentra en la herramien-
ta:

1. En esta seccion se pueden abrir proteinas que hayan sido descargadas
de la Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do),
permitiendo al usuario utilizar la proteina monomérica que desee.

'Donde n es el numero de a4tomos en la proteina.
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Figura 2.8: En esta interfaz se muestra la configuracién de la vista y los
angulos diedros de la proteina. La proteina que se encuentra cargada es la
1UBQ.
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Figura 2.9: En esta interfaz se muestran los elementos necesarios para ejecutar
el algoritmo PRM y su animacion.
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Iniciar RRT

RoadMap 12)

Figura 2.10: Esta interfaz muestra los elementos necesarios para aplicar el
algoritmo RRT y su animacion. En esta imagen se puede observar los AABBs
necesarios para BioCD.

2. Estas casillas de verificacién le permiten al usuario modificar la vista
actual de la proteina.

3. Estos botones tienen proteinas precargadas que se utilizaron en este
trabajo.

4. En esta seccién se puede configurar el estado actual de la proteina,
modificando los grados de libertad de los distintos angulos diedros.
Con el botén de colision se puede verificar si la configuracion realizada
es una configuracion correcta.

5. Este lienzo muestra la proteina que estd cargada en el sistema depen-
diendo las casillas que estén verificadas en la seccién 2.

6. Estas pestanas nos permite cambiar entre la seccion de Vistas, PRM y
RRT .

7. Permiten visualizar las configuraciones natural (nativa) y estirada de
la proteina, y en el caso del botén invalido encontrar configuraciones
no vélidas.
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10.

11.

12.

13.
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. Son los parametros basicos necesarios para resolver el problema del

plegado de proteinas utilizando PRM.

Son los botones que nos permiten inicializar y calcular el roadmap con
PRM para resolver el problema del plegado de proteinas.

Una vez resuelto el roadmap se puede visualizar el camino encontrado
por PRM presionando en el botén animar y se puede incluso modificar
la velocidad de la animacion con la barra horizontal.

Son los parametros basicos necesarios para resolver el problema del
plegado de proteinas utilizando RRT.

Son los botones que nos permiten inicializar y calcular el roadmap para
RRT y resolver el problema del plegado de proteinas.

Una vez resuelto el roadmap se puede visualizar el camino encontrado
por RRT presionando en el botén animar y modificar la velocidad de
la animacién con la barra horizontal.

Como se puede observar, se desarrollaron diferentes formatos para visua-
lizar las proteinas. A continuacion se describen estos formatos:

Lleno: permite visualizar los a&tomos con el radio de van der Waals el
cual asigna un radio a cada elemento que se encuentra en la proteina.

Atomos: permite visualizar todos los &tomos que se encuentran en una
proteina, los radios son asignados de manera uniforme lo cual permite
localizar la posicién espacial del atomo.

Nativo: permite visualizar la conformacién nativa de la proteina, esta
visa es muestra los enlaces con los que cuenta la proteina.

DH: visualiza las conformaciones obtenidas después de modificar algtin
angulo de libertad y aplicar el marco de referencia Denavit-Hartenberg.
Al igual que la vista nativa, esta muestra la proteina como enlaces de
atomos.

Cube: esta vista permite visualizar los AABBs de la proteina que se
estd utilizando para la deteccion de colisiones con el algoritmo BioCD.
En la Figura 2.10 se puede observar los AABBs necesarios para este
algoritmo.
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2.4. Conclusiones

En este capitulo se explicaron detalladamente las diferentes técnicas uti-
lizadas para generar el modelo de la proteina que se aplicé en este trabajo,
las cuales son la cinematica y la deteccion de colisiones.

La cinematica para el modelo molecular que se desarrollo estd basada
en los angulos diedros de la cadena polipéptida de la proteina, los angulos
diedros laterales no son considerados en esta aproximaciéon. Se realizd la
cinematica inversa de la proteina para el calculo de ciclos cerrados utilizando
el algoritmo de coordenada descendiente.

A continuacién se implementé el algoritmo BioCD para la deteccion de
colisiones en la proteina, para poder verificar si la conformacion formada
por la modificacién de algunos angulos diedros es valida. Este algoritmo esta
disenado para detectar auto colisiones de una cadena cinematica grande, lo
que lo hace una buena opcién en el campo de las proteinas.

Las técnicas anteriores son importantes porque permiten la implemen-
tacion de los algoritmos probabilisticos que son los que se desarrollaron en
este trabajo. La cinematica directa permite la generacion de diferentes con-
formaciones de la cadena polipéptida que se esta trabajando y el analizador
de colisiones permite verificar si estas conformaciones son validas. En el si-
guiente capitulo explicaremos los algoritmos probabilistas y sus diferencias
con las técnicas clasicas.
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Capitulo 3

Plegado de proteinas

El primer trabajo sobre la aplicacion de algoritmos de planificacién de
movimiento para el estudio de proteinas fue publicado en 1999 [47]. Desde
entonces, muchos métodos fueron inspirados por diferentes algoritmos de
planificacién de movimientos y han sido aplicados a variados problemas de
simulaciéon molecular. La mayoria de los trabajos en esta linea usan PRM o
RRT. En esta seccion, se describiran las técnicas y como estas se aplican al
campo de las proteinas.

3.1. PRM

La meta de la planificacion de movimientos es calcular una secuencia de
estados intermedios validos que transformen un estado inicial dado (el inicio)
en un estado final seleccionado (meta). Sabemos que el problema del plegado
de proteinas es mucho mas complicado que la planificacion de movimientos
tradicional aplicada en robots, sin embargo, los algoritmos de planificacion
son con frecuencia descritos por utilizar una abstraccion llamada espacio de
configuraciones (C-space) que es lo suficientemente general para aplicarse a
problemas no relacionados a la robética.

3.1.1. Introduccion

En esta seccién describiremos el trabajo y aplicacion de Probabilistic
Roadmap Method (PRM) [27] para la planificacién de movimientos en el
ambito del plegado de las proteinas.

47
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Los trabajos anteriores en el area de la planificacién de movimientos han
aplicado esta metodologia para problemas de plegado como es el plegado de
cartoon [50] (con aplicaciones en empaquetamiento y ensamble [38]), y papel
artesanal (estudiado en geometria computacional [38]), de esta manera se
provee evidencia de la factibilidad de esta aproximacién para determinar una
secuencia en el problema del plegado de proteinas. Se puede ver la similitud
entre los enfoques de plegado de cartéon Figura 3.1 y plegado de proteinas
Figura 3.2.

(a) (b) (c) (d)

Figura 3.1: PRM aplicado al problema de plegado de cartoon.

(a)

Figura 3.2: PRM aplicado al problema de plegado de proteinas.

Existen muchas investigaciones que tienen como objetivo determinar el
estado nativo de una proteina plegada [45, 39]. En este trabajo de tesis asu-
mimos que el estado nativo es conocido, y se enfoca en el proceso de plegado,
es decir como de un estado inicial se llega al estado nativo. En este trabajo,
el estado nativo de la proteina es obtenido de la base de datos de proteinas
Protein Data Bank.
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Dado un ambiente descrito y un objeto (el robot), el objetivo de la pla-
nificacién de movimientos en PRM es encontrar un camino factible que lleve
al objeto de un punto dado de inicio a una meta [32].

Este trabajo esta basado en una aproximacion PRM para la planificacién
de movimientos [3]. En términos generales PRM trabaja muestreando puntos
aleatoriamente en el espacio de configuraciones (C-Space), y se almacenan
de los puntos muestreados los que tienen el grado de factibilidad requerido
(por ejemplo, una configuracién libre de colisién de un objeto mévil, ver
Figura 3.3(a). Estas configuraciones se conectan para formar un grafo, o
roadmap, utilizando algin método de planificacion local para conectar las
configuraciones cercanas (ver Figura 3.3(b)). Durante el proceso de consulta,
son conectados al grafo la configuracién inicial y la configuracién meta, y
después se utiliza un método de busqueda en grafos como A* o Dijkstra (ver
Figura 3.3(c)).

Una de las grandes ventajas de PRM es que se puede aplicar de una ma-
nera muy simple, incluso a problemas con gran dimensionalidad en el espacio
de configuraciones, requiere solo la habilidad de generar configuraciones alea-
torias en el C-space, y entonces probar la factibilidad para estas (la conexién
local se efectiia con un método capaz de unir 2 configuraciones factibles y
este respeta la cinemética del objeto en cuestién).

El problema del plegado de proteinas tiene una notable diferencia de la
aplicacion usual de PRM. Primero, la tradicional deteccion de colisiones es
remplazada por una conformacién preferente de bajas energias. En general,
los potenciales pequenos, son las conformaciones mas estables, y el estado
nativo de la proteina es el minimo global. Segundo, en PRM, a menudo se
considera suficiente encontrar algin camino factible que conecte la confi-
guracion inicial y objetivo. Para el problema del plegado de proteinas, sin
embargo, es de vital interés la calidad del camino, y en particular, se encuen-
tran caminos con energias favorables. De esta manera las técnicas tipo PRM
se pueden aplicar al problema del plegado de proteinas, en la Figura 3.4 se
muestra un ejemplo de esta aplicacion.

Para aplicar técnicas PRM en el problema de plegado de proteinas, pri-
mero se necesita considerar el modelado molecular el cual se explicé en el
primer avance de tesis. En la siguiente seccién se explicara como se constru-
ye el roadmap, la generacién de conformaciones, etapa de conexién y etapa
de consulta para el problema de plegado de proteinas.
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PRM Roadmap - Después de la generacién de nodos

(b)

Figura 3.3: Un roadmap en el C-space. Un roadmap: (a) después de la ge-
neracién de nodos, (b) después de la fase de conexién, y (c) utilizado para
resolver una consulta.



Figura 3.4: Un roadmap para el proceso de plegado de proteinas que mues-
tra el potencial energético en el C-space. (a) después de la generacién de
nodos (el muestreo es més denso alrededor de N, conocida como la configu-
racién nativa), (b) después de la fase de conexién, y (c) utilizando caminos
de plegamiento para extraer caminos a la estructura nativa.

3.1.2. Modelo proteico

Ya se ha hablado del modelado molecular, pero es importante retomar
algunas ideas con el fin de entender cémo aplicar estas estructuras con las
técnicas PRM en el problema del plegado de proteinas y ver su corresponden-
cia con el espacio de configuraciones. Como se mencioné los grados de libertad
que se manejaran en este modelo son los angulos diedros de la proteina ® y
U de cada aminoacido. De esta manera los grados de libertad manejados en
cada proteina estan relacionados con la cantidad de aminoacidos que tenga.

En este trabajo no se considera la posiciéon absoluta u orientacion de la
proteina, una conformacién de n + 1 aminodcidos puede ser abstraida como
un vector de, 2n & y ¥ dngulos (el primero y ultimo dngulo de libertad no
contribuyen informacién), cada uno en el rango de [0, 27), con el angulo 27
igual a 0, lo cual es naturalmente asociado a un circulo en el plano, denotado
como S*. Asi, el espacio de conformaciones (C-space) para la proteina con
n + 1 aminoacidos puede ser expresado como:

C={q:qeS" xS"'x..x 85"} (3.1)

Donde son 2n copias de S!.
Esta definicién es conocida en el campo de las proteinas como conforma-
cién, las conformaciones son relativas a las configuraciones en PRM. De esta
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manera es posible generar diferentes conformaciones de una misma proteina,
sin embargo, antes de empezar la etapa de muestreo es necesario entender
las medidas que seran utilizadas posteriormente en PRM.

3.1.3. Meétricas de distancia

Una vez entendido el modelo de la proteina, este se puede definir como
un vector de angulos ® y W. A continuacién se describird como medir la
distancia entre dos conformaciones diferentes. Estas medidas son necesarias
para las etapas de conexion y generacién de nodos en PRM.

(PF — D7) + (U§ — WE)2 + .. 4+ Df — D)2 4 (Vg — WP)?
2n

dp(Cq, Cy) = \/
(3.2)

La segunda métrica de distancia es la distancia de la raiz media (root
mean square distance o RMSD), esta medida no es entre los dngulos diedros
sino entre los &tomos del mismo tipo entre dos conformaciones. Para dar un
ejemplo si la cadena lateral fuera tomada como un tnico dtomo R, se tendria
un total de 6 atomos: C, C,, R, O, N y H. Las coordenadas de los a&tomos se
denotarfan como x; a xg, y la distancia dr(C,, C}) entre dos conformaciones

diferentes Cy(2¢, 2%, ..., 28 ) y Cy(ab, 25, ..., 28, ) esta definida como:

x¢ — 282 + ||2g — 2|2 + ... + || 28, — 28,2
dn(Co C) = w § — a2 + |lg — 4] oo —2bl” g g

6n

Debido a que en esta métrica se mide la distancia de los atomos, la posi-
cién y orientacion de la proteina puede cambiar los valores de la medida. La
solucién para este problema ha sido propuesta en [24, 20]. E1 RSMD entre
dos conformaciones es definido como el valor minimo de dg(C,, Cy):

RMSD = (Ca, Cb) = mindR(C'a, Cb) (34)

Una alternativa para disminuir este problema es utilizar inicamente los
atomos C, de cada aminoacido para el calculo de el RMSD.

En este trabajo se utilizé la métrica euclidiana por trabajar con los angu-
los diedros y evitar problemas con la posicion u orientacién de la proteina y
asi realizar menos calculos al comparar conformaciones.
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3.1.4. Generacion de nodos

Una conformacion ¢ € C puede ser generada asignandole valores a cada
angulo ® /W en el rango permitido [0, 2¢). Ya que se conocen todos los dngulos
® /W de la nueva conformacion, las coordenadas de cada dtomo en el sistema
se calculan, y estos son usados para determinar la energia potencial de la
conformacién. El nodo ¢ es aceptado y agregado al roadmap basado en su
potencial de energia F(q) con la siguiente probabilidad:

P(acepta q) = 5;”:;%5@ Si Enin < E(q) < Epas (3.5)

Si E(q) > Enaz

Esta prueba de aceptacion, puede ayudar a retener mas nodos en regio-
nes de poca energia, estas energias también son usadas cuando se construyen
roadmaps para el ligamento [47, 5]. Una configuracién con cadenas super-
puestas, tiene mayor potencial y es mas probable que sea rechazada durante
la generacién de nodos.

Si se consideraran los dngulos de los diferentes angulos diedros en grados
enteros, se tendria que existen un total de 360?" diferentes conformaciones
para una proteina que cuenta con n aminoacidos. Debido a que el problema
tiene un espacio de configuraciones con gran dimensionalidad, el muestro uni-
forme simple que se describe a continuacién puede ser computacionalmente
intenso y tener problemas para muestrear alrededor de la configuraciéon na-
tiva.

Muestreo uniforme:

1. Se genera una conformacién ¢ por muestreo aleatorio de los dngulos ¢
/ ¥ de todos los aminodcidos.

2. Si el potencial(c) satisface el umbral.

3. Se almacena c.

4. Fin Si.

5. Repetir paso 1 a 4 hasta que n nodos sean generados.

Este enfoque es impractico al utilizar el método de muestreo uniforme,
debido a esto se buscaron otros métodos de muestreo, con el fin de muestrear
mejor en problemas con gran dimensionalidad. En el problema de plegado de
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proteinas, se da por hecho que se conoce el estado nativo de la proteina, por
este motivo es posible utilizar diferentes estrategias que permitan sesgar la
busqueda entre el estado inicial y final.

Entre las diferentes técnicas de muestreo existentes, en este trabajo se
utilizé la técnica de muestreo Gaussiano el cual se realizé alrededor de
la configuracion nativa. Esta estrategia utiliza la configuraciéon nativa para
que el muestreo capture la informacién alrededor de la configuracién nativa.
Algunas estrategias similares se han aplicado correctamente en aplicaciones
tipicas de la robdéticas [55, 56, 46, 2], donde el sobre muestreo cerca de pasajes
estrechos en el espacio de configuraciones es crucial para algunos problemas.
El problema de pasajes estrechos con los robots, es similar al problema de
muestreo alrededor de la conformacién nativa. A continuacién se muestra el
pseudocodigo de esta técnica.

Muestreo Gaussiano, entrada: v (vector de desviaciones estandar):

1. Parai =1 al tamano de(v).

2. Se genera una conformacion c utilizando un muestreo Gaussiano usando
la desviacién estandar v[i] para todos los angulos ® / ¥, usando los
angulos ® / U del estado nativo como el centro.

3. Si el potencial(c) satisface el umbral.

4. Se almacena c.

5. Fin Si.

6. Fin Para.

7. Repetir paso 1 a 4 hasta que n nodos sean generados.

La etapa de generacion de nodos se tiene que realizar con cuidado ya que
si esta no se realiza correctamente no se encontrard un camino por falta de
muestras en areas importantes.

3.1.5. Conexién de nodos

La conexion de nodos es la segunda fase que se debe realizar en la cons-
truccién del roadmap. El objetivo es para obtener un roadmap que capture
caminos de baja energia. Para cada nodo del roadmap, se buscan los vecinos
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mas cercanos que estén a una distancia k, y entonces conectar usando un
planificador local como se muestra en la Figura 3.5(a). Después, esto es repe-
tido para todos los nodos del roadmap, creando un grafo que captura caminos
con baja energia que se puede ver en la Figura 3.5(b). En nuestro trabajo se
utilizaron diferentes distancias siendo las mejores k=20 y k=30, la métrica
de distancia usada fue la distancia euclidiana en el espacio de conformaciones
C. Para la cantidad de vecinos que puede tener una configuracién se utiliza-
ron diferentes cantidades, donde se encontré que con cantidades menores a
10 no se conectaba correctamente el roadmap y mayores de 50 el tiempo de
computo se dispara. Por esta razon el nimero de vecinos se establecié en 30.

Figura 3.5: Roadmaps (a) y (b) muestran la etapa de conexién y (c¢) muestra
la captura de los caminos de plegado con el potencial energético, donde N es
la estructura nativa.

Para la planificacion local se utilizaron férmulas que se describiran a con-
tinuacién y el detector de colisiones BioCD [14] que se explicé en el capitulo
anterior para evaluar la interpolacion.

Cuando dos nodos ¢q; y g cumplen con la distancia requerida, se obtienen
sus configuraciones ¢y y ¢g, la probabilidad de que estos dos nodos se conecten
depende de la diferencia entre sus energias potenciales AE; = E(c;11— FE(c;).

—AE; .
P - { e FT Si AE; >0 (3.6)

1 Si AE; <0

De esta manera se mantiene el ajuste entre dos diferentes configuraciones,
evitando que existan grandes diferencias energéticas entre configuraciones
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diferentes. Una funcion similar fue utilizada, con diferentes probabilidades
en [47].

3.1.6. Consulta del roadmap

El roadmap resultante puede ser usado para encontrar caminos factibles
entre la configuraciéon inicial y meta. Para nuestro problema de plegado de
proteinas la configuracién meta es siempre parametrada como el estado nativo
de la proteina y es agregada al roadmap. Para la configuracién inicial en este
trabajo la proteina es estirada poniendo el valor de todos los dngulos diedros
® y U a cero y agregando esta nueva configuraciéon al roadmap. Una vez
conectadas la configuracion inicial y meta, se utiliza el algoritmo de bisqueda
A* para encontrar el camino con la menor varianza energética. En la Figura
3.5(c) se muestran diferentes caminos obtenidos realizando las consultas en
el roadmap.

3.2. RRT

Los algoritmos RRT (Rapidly-exploring Random Tree) se diseniaron para
bisquedas en espacios con gran dimensionalidad en el cual se puede cons-
truir un arbol que explore este espacio. Los arboles en este algoritmo son
construidos incrementalmente de muestras aleatorias alrededor de las confi-
guraciones actuales, esto permite explorar en diferentes zonas de un espacio.
A continuacién describiremos a fondo el algoritmo y la estructura de estas
técnicas.

3.2.1. Introduccion

A continuacion se describiran los algoritmos de planificacién de caminos
basados en arboles aleatorios de exploracién rapida (RRT), técnica desarro-
llada por Steven M. LaValle y su grupo de colaboradores en la universidad
de Mlinois, EU [33, 9, 34, 31]. La base de estos métodos es la construccién
incremental de arboles de busqueda que intentan explorar rédpida y unifor-
memente el espacio de estados, ofreciendo beneficios similares a los obtenidos
por otros métodos exitosos de planificacién aleatoria, como los métodos de
roadmap probabilisticos (PRM) [27] antes vistos.
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El tipo de problemas considerados por el enfoque RRT estan formulados
en términos de seis componentes:

1. Espacio de estados (configuraciones): Un espacio topoldgico, C.
2. Valores limite : ¢;,; € C'y Cjera C C.

3. Detector de colisiéon: Una funcion, C' : C' = wverdadero, falso, que
determina si las restricciones globales son satisfechas desde el estado c.
Esta podria ser una funcién binaria o real.

4. Entrada: Un conjunto U, que especifica el conjunto de controles o
acciones que pueden afectar al estado.

5. Simulador incremental: Dado el actual estado, c(t), y las entradas
aplicadas sobre un intervalo de tiempo, {u(t')|t <t < t+ At}, calcular
c(t + At).

6. Métrica: Una funcién real, p : C' x C' = [0, 00), la cual especifica la
distancia entre pares de puntos en C.

La planificacion de caminos generalmente es vista como una busqueda
en el espacio de configuraciones, C, para un camino continuo desde un es-
tado inicial, ¢;,; a una region meta C),e, 0 un estado meta cp,eq. Se asume
que se tiene un conjunto complicado de restricciones diferenciales sobre C'y
cualquier camino solucién debe mantener al estado dentro de este conjunto.
Un detector de colisién reporta si un estado dado, ¢, satisface las restriccio-
nes del problema. Generalmente se utiliza la notacién, Ci,.. para referirse
al conjunto de estados que satisfacen las restricciones globales. Se asignan
restricciones locales y diferenciales a través de un conjunto de entradas (o
controles) y de un simulador incremental. Estos dos componentes especifican
los posibles cambios en el estado. El simulador incremental puede definirse
por integracién numérica de una ecuacion de transicién de estado. Finalmen-
te, se define una métrica para indicar la cercania de pares de puntos en el
espacio de estados.

Los arboles aleatorios de exploracién rapida (RRT, del inglés, Rapidly-
Exploring Random Tree) fue presentado en [33] como un algoritmo de pla-
nificacién para bisqueda réapida en espacios de altas dimensiones que tienen
tanto restricciones algebraicas (provenientes de los obstdculos) como restric-
ciones diferenciales. La idea clave es dirigir la exploracién hacia regiones no
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exploradas del espacio tomando puntos en el espacio de estados e incremen-
talmente jalar el arbol hacia ellos.

El algoritmo basico de construccion de RRT, se muestra en el siguien-
te cddigo. En cada iteracién se intenta extender el arbol agregado un nue-
vo vértice en direccién a un estado seleccionado aleatoriamente. La funcion
EXTENDER, ilustrada en la Figura 3.7, selecciona del arbol el vértice més
cercano a un estado dado. Este vértice se elige de acuerdo a una métrica,
p. La funcion NUEVO_ESTADO hace un movimiento hacia ¢ aplicando
una entrada u para algun incremento At. Esta entrada puede seleccionar-
se aleatoriamente o probando todas las posibles entradas eligiendo aquella
que produzca un nuevo estado tan préoximo como sea posible a ¢. NUE-
VO_ESTADO utiliza implicitamente una funcién de deteccién de colisiones
para determinar si el nuevo estado (y todos los estados intermedios) satisfacen
las restricciones globales. Si NUEVO_ESTADO se cumple, el nuevo estado
junto con la entrada se representa por medio de Cpuevo ¥V Unuevo, re€Spectiva-
mente. Pueden ocurrir tres situaciones: Alcanzado, el nuevo vértice alcanza
al estado muestreado ¢; Avanzado, un nuevo vértice Cpuevo /€ €S agregado
al arbol RRT. Atrapado, NUEVO_ESTADO falla en producir un nuevo

estado que se encuentre en Cipe.

3.2.2. RRT en plegado molecular

Al igual que como se comenté en el capitulo de PRM la aplicacién de RRT
en el campo del plegado molecular tiene sutiles diferencias con el problema
general. Los grados de libertad en este modelo de proteinas son los dangulos
diedros de la cadena péptida & y W.

El espacio de conformaciones se reutilizara definiéndose como un vector
de 2n ® y ¥ dngulos, cada uno en el rango [0, 27), con el angulo 27 igual a 0.
Asi el espacio de conformaciones para la proteina con n + 1 aminodcidos en
RRT puede ser expresado al igual que en PRM. Con este enfoque se pueden
definir diferentes configuraciones que permitan expandir el arbol.

En RRT se reutilizaron las métricas de distancia las cuales permiten li-
mitar la extensién de los arboles que serdn generados durante la etapa de
extensién. Para verificar que se puede realizar el movimiento entre dos arbo-
les se utilizo el mismo planificador local de PRM con el detector de colisiones
BioCD [14] y los célculos potenciales de las conformaciones.

Para este trabajo la version basica de RRT no es capaz de obtener una
planificacién adecuada debido a la amplitud del espacio de conformaciones.
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Data: Cini
Result: 7
for k=1a K do
Cateat — ESTADO_ALEATORIO();
EXTENDER(T, cueat);
end
Regresar T
Algoritmo 1: CONSTRUIR_RRT
Data: 7, ¢
Result: Estado
Cprox < VECINO_MAS_PROXIMO(c, T);
if NUEVO_ESTADO(c, Cprox;, Cruevos Unuevo) then
T . AgregarVertice(Cpyevo);
T . Agregar Arista(Cproz, Cruevo, Unuevo)

if ¢huevo = ¢ then
| Estado = Alcanzado;

end

else
| Estado = Avanzado;

end

end

Estado = Atrapado;
Algoritmo 2: EXTENDER

Figura 3.6: Algoritmo basico de construcciéon del RRT

Por esta razén en la siguiente seccion se explicara el algoritmo RRT bidirec-
cional que mejora el desempeno de RRT.

3.2.3. RRT bidireccional

Esta especializacion de RRT esta inspirada en las técnicas clasicas de
busqueda bidireccional, lo cual asegura un mejor desempeno al hacer crecer
dos arboles de exploracion, uno desde c¢;,; v el otro a partir de ¢,,¢4q; se obtiene
una solucién cuando los dos arboles se encuentran. Para una bisqueda simple,
la implementacién es directa, sin embargo, la construccion RRT debe guiarse
para asegurar que ambos arboles se encuentren antes de cubrir el espacio
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—— Laleat

———
Tnuevo \.

Lini
Figura 3.7: Operacién de la funcion EXTENDER.

entero y permitir una union eficaz.

A continuacion se muestra el algoritmo de RRT_BIDIRECCIONAL.
El RRT_BIDIRECCIONAL divide el tiempo de computo entre dos pro-
cesos: 1) explorar el espacio de estados; 2) intentar crecer los arboles uno
hacia el otro. Siempre existen dos arboles T, y T}, hasta que se enlazan y
se encuentra una solucién. En cada iteracién un arbol crece, y se intenta
conectar el nuevo vértice con aquel mas cercano en el otro arbol. Entonces
se invierten los roles intercambiando los arboles. El algoritmo actual intenta
que los arboles crezcan uno hacia el otro en la mitad de tiempo, con lo cual
se obtiene un buen rendimiento.

Se consideran algunas variaciones del planificador anterior. Puede rempla-
zar cualquier ocurrencia de EXTENDER con CONECTAR en el RRT _BI-
DIRECCIONAL. Cada reemplazo hace a la operaciéon mas agresiva.

La implementacion de RRT _BIDIRECCIONAL que se utilizara en
este trabajo estd basada en [42], este trabajo retoma el modelo de [3, 49] en
el que esta basado este trabajo.

3.3. Resultados comparativos

Para este estudio comparativo entre las dos técnicas implementadas en la
herramienta, se realizaron pruebas con 3 diferentes estructuras proteicas. Se
disenaron 2 moléculas con 7 aminodcidos (7 amino), otra con 11 aminodcidos
(11Amino) similarmente como se creé la molécula 10-ALA propuesta en [3].
Ademas se utilizé una molécula mas grande descargada de la base de datos
de proteinas de nombre 2LQ0 que cuenta con 25 aminoacidos.
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Data: ¢, Cer
To-ini(cing); Tpini(Cpmer); for k=1 a K do
Catear < ESTADO_ALEATORIO(); if EXTENDER(Ty, Cateat)
jsAtrapado then

if EXTENDER(Ty, Chuevo) = Alcanzado then

| Regresar Camino(7,, 7);

end
end
Intercambiar(7,, Tp);
end

Regresar Fallo;
Algoritmo 3: RRT_BIDIRECCIONAL

Data: 7, ¢
repeat

| EXTENDER(T, ¢);
until s # Avanzado;

Regresar s;
Algoritmo 4: CONECTAR

Figura 3.8: Algoritmo basico de construccion de RRT_BIDIRECCIONAL

Los parametros utilizados en el algoritmo de PRM en el problema de
plegado de proteina son:

= 30 k-vecinos.

= Una interpolacién entre configuraciones de 5.

» Una distancia euclidiana de 20 para el Roadmap [49].
= Un tamano de paso de 5 para la conexion.

Para probar PRM se realizaron 10 pruebas con cada una de estas molécu-
las obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 3.1.

Los parametros utilizados en el algoritmo de RRT-Bidireccional para el
problema de plegado de proteina son:

= Distancia euclidiana de 20 [42].

= Interpolacion entre configuraciones de 5.



62 CAPITULO 3. PLEGADO DE PROTEINAS
Molécula | Nodos | Aristas | Caminos | Tiempo(Horas)
7Amino 722 3107 6 1.5
11Amino 836 47886 4 3.2
2LQO 2343 107702 3 4.1

Cuadro 3.1: Resultados obtenidos con la herramienta.

= Un tamano de paso de 5 para la conexion.
= Numero de hijos por arbol de 2.

Para probar la técnica RRT también se realizaron 10 pruebas con las dife-
rentes moléculas. Los resultados se muestran en la Tabla 3.2.

Molécula | Nodos | Tiempo(Horas)
7Amino 29 0.15
11Amino 54 0.37
2LQO 115 0.66

Cuadro 3.2: Resultados obtenidos con la herramienta.

Como se puede observar la técnica RRT-Bidireccional tiene un tiempo de
ejecucion menor que PRM para encontrar un camino de plegado y la menor
generaciéon de estructuras intermedias. Sin embargo, RRT solo devuelve un
camino por prueba y PRM tiene la capacidad de encontrar mas de un camino
por prueba.

Dependiendo de las necesidades del usuario seria la recomendacion que se
haria de que técnica utilizar. Si el usuario desea encontrar multiples configura-
ciones, PRM es la técnica que se debe utilizar. Por el contrario si inicamente
se desea observar un unico comportamiento del proceso de plegado RRT es
la técnica a utilizar.

3.4. Conclusion

Los algoritmos probabilisticos que se utilizan en la robética para la pla-
nificacién de movimientos mostraron ser una buena opcion para resolver el
problema de plegado de proteinas. Aunque esta tendencia de utilizar estas
técnicas en el campo molecular ya tiene varios anos, aun le hace falta madurar
para realizar mejores modelos de planificacion.
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Los resultados obtenidos por PRM y RRT fueron correctos ya que se en-
contraron caminos para los procesos de plegado para las diferentes proteinas
estudiadas. El tiempo de ejecucién fue menor que el reportado en la literatu-
ra para técnicas como Monte Carlo y se obtuvieron caminos con una buena
calidad potencial.

La importancia de estas técnicas en el campo de las proteinas, es porque
no unicamente se pueden enfocar en el problema de plegado molecular, sino
también a la tarea de ligado de proteinas que es 1til en la creaciéon de nuevos
farmacos y para el diseno de nuevos nano materiales.
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Capitulo 4

Conclusiones y trabajo futuro

Este trabajo de tesis integré diferentes técnicas de robdtica para cons-
truir una herramienta que resuelva el problema del proceso de plegado de
proteinas. Esta herramienta es una alternativa para aproximar los caminos
de plegado que no requieren muchos detalles para su simulacion.

Al desarrollar esta herramienta se implementé el modelo molecular desa-
rrollado en [3] para las proteinas, este modelo es la base fundamental de este
trabajo, con este modelo podemos realizar la validacién de las conformacio-
nes ayudados del algoritmo de deteccién de colisiones [14], y generar caminos
de plegado utilizando las técnicas probabilisticas [42, 49, 3].

En el Capitulo 3, Seccion 3.3 se observan los resultados obtenidos compa-
rando las dos técnicas probabilisticas PRM y RRT. Como se pudo observar
las técnicas basadas en RRT mostraron una mayor eficiencia en tiempo en
comparacion a las basadas en PRM, sin embargo, las técnicas basadas en
PRM fueron capaces de encontrar mas de un camino de plegamiento.

En trabajos futuros, se planea utilizar esta herramienta con mas pro-
tefnas, para observar el comportamiento de la herramienta y ver si se pueden
buscar mejores opciones de muestreo que ayuden a mejorar la calidad de
los roadmaps generados por PRM y RRT. Para la siguiente versiéon de la
herramienta serd necesario utilizar las tecnologias GPUs para disminuir el
tiempo de procesamiento en los cédlculos realizados para la generacion del
roadmap (operaciones con matrices, calculo del potencial energético, etc.) ,
esto permitira estudiar mas proteinas en menos tiempo.

Finalmente se utilizaran estas técnicas siendo asesorados por expertos,
con el fin de verificar su aplicacién en malformaciones de proteinas como
la proteina que genera el problema de encefalopatia espongiforme bovina y
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asi poder desarrollar medicamentos para prevenir estas malformaciones.
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Apéndice A
calculo de energia potencial

Las proteinas son cadenas de aminoacidos, principalmente consisten de
atomos de carbdén, oxigeno, nitrogeno, e hidrogeno. Lo atomos dentro de
una proteina no solo interactiian con otras proteinas, también interactian
con solventes que se encuentran a su alrededor. Hay interacciones covalentes
a través de los enlaces y las interacciones que no son con enlaces como la
interaccién electrostatica y las fuerzas de van der Waals [51, 35]. Este es el
resultado de todas las fuerzas que maneja una proteina para plegarse bajo
condiciones de plegado, o las fuerzas para desplegar cuando las condiciones
de plegado cambian (por ejemplo, un cambio de temperatura).

La interaccién puede ser expresada en términos potenciales. En ese caso,
las fuerzas actuales pueden ser deducidas tomando la derivada de la potencia.
En muchos casos, una representacion potencial llamada funciéon potencial es
mas conveniente que tratar directamente con fuerzas. La funcién potencial
es un término escalar que resume los principios fisicos de la interaccion mo-
lecular, y es por lo tanto independiente de cualquier proteina especifica. La
férmula general puede ser expresada como [35].

1
Uit = Z §Kb(b - b0)2 +

enlaces

1
> 5Ka(e) —60)? +

angulos

Z K[l + cos(ng — )] +

torsiones

5
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> (A/rif =B/ +

parejaAtomos

Z%

electrostatica

El primer término es la asociacién potencial con el largo de enlace y son
pasados sobre todos los enlaces, el segundo término es el potencial asociado
con los angulos de enlace y son pasados por todos los enlaces angulares, el
tercer término es el potencial asociado con los dngulos diedros y pasado sobre
todos los angulos diedros, el cuarto término es el potencial asociado con el
potencial de van der Waals el cual es pasado por todos los pares de atomos,
y el dltimo término es el potencial asociado con la interacciéon electrostatica.
by y By son los valores ideales para el largo de enlace y el angulo de enlace,
y Ki, K, y K4 son las fuerzas constantes. A y B son pardmetros para la
interaccién de van der Waals. K es la funcion del efecto dieléctrico para el
medio. Es importante mencionar que los primeros tres términos corresponden
a interacciones entre los enlaces, mientras que los tultimos dos no.

En general, el potencial se define en términos de todos los dtomos de la
molécula, y las funciones potenciales que realmente calcula todas las interac-
ciones de todos los pares de atomos. Esta funcion es lo mas precisa disponible
para estos modelos. Desafortunadamente, también son muy caros para cal-
cular debido al gran niimero de dtomos, incluso en una pequena proteina.

La funcién potencial en la cual se basa este trabajo fue desarrollada por
Levitt [35]. Se aproxima el potencial de todos los dtomos al ignorar algunos
tipos de interacciones, como los términos potenciales asociados al largo de
enlace y dngulo de enlace (primer y segundo termino de la ecuacién anterior),
y también la interaccion entre cadenas laterales. En el modelo implementado
en este trabajo para el cdlculo potencial [3, 49] , se trata la cadena lateral
como un simple y largo &tomo R que es colocado donde se encuentra el
atomo (), en la Figura A.1 se muestra un ejemplo de este modelo para el
aminodcido alanina.

De esta manera para el calculo del potencial cada aminoéacido de la pro-
teina a ser estudiado se compone de 6 4tomos: un dtomo de nitrégeno (N), un
hidrégeno (H), un oxigeno(O), dos carbonos (C'y C,), y R. A continuacién
se describe el potencial que se obtuvo para este nuevo modelo:

U = Yo K{l(di — do)? + d2]'? — do}

restricciones
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Figura A.1: Nuestro modelo descrito con el aminoacido alanina para la cadena
lateral. (a) El modelo de un aminodcido normal, (b) la cadena lateral del
aminoacido Alanin es compuesta de un atomo de carbono y tres de hidrégeno,
los cuales son modelados como un gran carbén R [3, 49].

+ > (Afrj =B/

parejaAtomos

El cual es similar al potencial utilizado en [35]. El primer término re-
presenta las restricciones que favorecen la estructura secundaria conocida a
través de los enlaces de hidrégeno de la cadena principal y los enlaces de
disulfuro. El segundo término son los parametros de van der Waals que se
explicaron con anterioridad.

Las restricciones se pueden obtener a partir de la estructura del estado
nativo de la proteina que normalmente se obtiene a partir de los archivos
de las proteinas que se pueden obtener de Protein Data Bank (PDB) [6].
El pardmetro Ky es ajustado a 100 kj/mol, y las distancias son dy = d. =
2A, y d; es la separaciéon entre los pares de atomos que forman enlaces de
hidrégeno o disulfuro en el estado nativo. El segundo término corresponde
a la interaccion de van der Waals entre los seis atomos que modelan cada
aminoacido en el modelo.

Realizar el calculo de todos los pares para calcular el potencial de van der
Waals (el segundo término de la suma) puede ser computacionalmente inten-
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so. Para reducir este costo, se utilizé una funciéon que aproxima el potencial
de van der Waals y considera tinicamente la contribucion de las cadenas late-
rales [48]. Para una configuracién dada, se calcula las coordenadas de todos
los atomos R (del modelo potencial) para todos los residuos. Si cualquiera
dos atomos R estan lo suficientemente cerca, se obtiene un potencial alto.

Especificamente, si la distancia minima entre todos los pares de atomos
R (7min) es menor que 1.0A, se obtiene un valor muy grande. Si 7,,,;,, es mas
grande que 1.0A pero menor que 2.4A, se regresa un valor mas largo que
E9em  pero menor que " - donde E9" vy EC" son los umbrales maximos
de generacién de nodos y conexién de nodos, respectivamente. Los umbrales
se establecen de manera que solo se aceptan conformaciones con potencial
menor que el umbral. Por ultimo, si r,,;, es mas grande que 2.4A, entonces
se procede a usar la siguiente férmula para calcular el potencial:

Py(c) = Z Ka{l(d; — do)* + dg}l/Q — do} + Ehidrofobico

restricciones

En resumen, para una conformacién C, se calcula su potencial P(c) de la
siguiente manera:

2% En  Sip. < 1,04

max

Ple)={ 2% E%"  Si1,04 < rmnm, <244

max

Ph(c) Si T'min Z Emax

La informacién de los enlaces de hidrégeno y enlaces disulfuro pueden
ser obtenidos corriendo el programa llamado DSSP [25], en este trabajo
se utilizé la version del software como servicio para evitar la introduccién
manual de los datos de la proteina. El segundo término es el efecto hidrofobo
y se considera de la siguiente manera. Se asigna un valor de la hidrofobicidad
de 1 a todos los residuos de aminoécidos hidréfobos y 0 al resto. Cuando las
cadenas de dos aminodcidos hidrofébicos (el atomo R del modelo potencial)
estan a una distancia dp,, el potencial es reducido por E}. En este trabajo
dg, = 6A y E, = 20kj/Mol, que son otros dos parametros en el calculo
potencial [49, 3.



Apéndice B
Arquitectura de la aplicaciéon

La herramienta de plegado de proteinas desarrollada en este trabajo fue
implementada en el lenguaje de programacion C++, con la plataforma de
QT. La arquitectura desarrollada para esta aplicacion se divide en 4 modulos
principales: Datos, Vista, Algoritmia, Estructuras de Datos. En la
Figura B.1 se muestra la estructura de la aplicacién desarrollada.

class GT Moleculas

Estructuras de Datos

FRM Diedro

——————

=
B |
DS SP{WabService)
Lo_4

Purta

Arbol OH

CubeP

Datos its

Leer Moleculz

MatrizDH I3
|

GlLwidget

Figura B.1: Arquitectura modular de la aplicacién.
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A continuacion se explicara cada médulo de la arquitectura para describir
su funcionalidad en la aplicacion.

Moédulo de Datos: contiene la clase LeerMolecula, este modulo se en-
carga de leer los archivos con formato PDB que son descargados de Protein
Data Bank para que la aplicacién los pueda utilizar. Este modulo contie-
ne un analizador léxico que permite transformar el archivo introducido a la
estructura de tipo Proteina.

Modédulo de Vista: este modulo es el encargado de la interfaz que utili-
zaran los usuarios finales. Existen dos clases en este médulo la clase Simula-
cionMolecular que es la interfaz de usuario generada bajo la plataforma de
QT, y la clase GLWidget la cual se encarga de realizar todas las tareas de
OpenGL que se realizan en la aplicacion.

Moédulo de Estructuras de Datos: este médulo contiene el ntcleo
de estructuras de datos necesarias para desarrollar la simulacién molecular,
entre las estructuras que tiene se puede ver, atomos, aminoacidos, proteinas
entre otros. En este médulo se agregé el detector de colisiones PQP como un
paquete ya que también es una estructura de datos que de utilidad.

Moédulo de Algoritmia: este médulo contiene la algoritmia utilizada en
esta aplicacion para realizar el plegado molecular. Este modulo fue dividido
en tres diferentes paquetes: PRM, RRT y DSSP.

El paquete PRM contiene todos los algoritmos y estructuras de datos
para aplicarlo. Este algoritmo es basado en grafos por lo cual contiene las
estructuras de nodos y aristas. En la Figura B.2 se muestra el contenido del
paquete PRM.

class PRM 7

MNodo

FRi Grafo

Frista

Figura B.2: Diagrama de clases del paquete PRM.
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El paquete RRT es mas pequeno que el paquete PRM, ya que en esta
técnica la estructura de datos a utilizar es un arbol inicamente. En la Figura
B.3 se muestra la estructura interna de RRT.

class RRT

RRET Arbiol

Figura B.3: Diagrama de clases del paquete RRT.

El paquete DSSP es el encargado de consumir el servicio Web del pro-
grama DSSP disenado por Wolfgang Kabsch y Chris Sander para estandarizar
las estructuras secundarias de las proteinas, este paquete ayuda a calcular el
potencial de la conformacion de la proteina que se estudia.



