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La simulacién de los posibles movimientos que puede presentar una proteina a la hora de llevar a cabo
su funcion sigue siendo hoy en dia un campo lleno de incégnitas. La mayoria de los métodos existentes
en la bibliografia, utilizan simplificaciones que si bien posibilitan la simulacién del proceso, no obtienen
trayectorias cinemdticamente posibles. En este articulo se presenta un algoritmo para la simulacién del
mecanismo molecular de la proteina, el cual posee la capacidad de modificar los valores de los
incrementos en los dngulos diédricos en funcién de la informacion recopilada a lo largo de la simulacién.
El algoritmo se ha utilizado para la simulacién del mecanismo molecular de 4 proteinas, 1zac, 1k20, 1k9p
y 3cln, cada una de las cuales posee un tipo de movimiento diferente.

1. INTRODUCCION

La simulacion del comportamiento de las proteinas en sus diversas funciones es una de las
tareas mas dificiles de la bioquimica. Los ingentes costes computacionales asociados a los
procesos y algoritmos de simulacion hace complicada la obtenciéon de informacién relativa a
los mecanismos mediante los cuales las proteinas llevan a cabo sus funciones o, mas
importante aun, mediante los cuales se construyen. Estos estudios son de vital importancia
ya que las proteinas toman parte en casi todos los procesos vitales de los seres vivos. Una
mejor comprension de su funcionamiento facilitara la correcta interpretacion de dichos
procesos.

La simulaciéon del mecanismo molecular de las proteinas esta enfocada a el analisis de los
movimientos macroscopicos que ciertas proteinas requieren para llevar a cabo su funcion
[1]. La proliferacion de procedimientos de simulacion basados en teorias o metodologias ya
utilizadas en roboética o cinematica de mecanismos es cada vez mayor. El uso de métodos
basados en el analisis de modos y frecuencias [2] o en la generacion de trayectorias [3,4] son
ya conocidos para este tipo de simulaciones. Nuevos meétodos [5] utilizan procesos de
minimizacion de los esfuerzos que aparecen en los enlaces de la estructura para refinar las
trayectorias entre dos posiciones conocidas de una proteina.

El procedimiento presentado en este articulo es una evolucion del presentado en [6]. Este
algoritmo evolucionado posee la capacidad de modificar tanto el valor de los incrementos,
como el sentido de giro de los grados de libertad de la proteina, permitiendo la exploracion
de un mayor espacio configuracional. Pese a la mayor complejidad del algoritmo y a seguir
considerando la totalidad de atomos presentes en la proteina, el algoritmo sigue
manteniendo una buena relacién coste computacional-precision. Al igual que en el trabajo
anterior, la continuidad cinematica del movimiento esta asegurada al no realizar procesos
intermedios de minimizaciéon energética. Del mismo modo los Ramachandran plots
obtenidos demuestran la viabilidad biolégica de los resultados.
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2. MODELO CINEMATICO DE LA PROTEINA

Las proteinas son unas cadenas polipéptidas formadas por la uniéon de aminoacidos. Todos
los aminoacidos comparten una estructura principal, compuesta por un atomo de nitrégeno
y dos de carbono. Del atomo de carbono central, denominado Co, nace una cadena de
atomos, particular de cada aminoacido, denominada cadena secundaria o radical (Rj) (figura
1). Esta cadena es la responsable de definir las caracteristicas quimicas particulares de
cada aminoacido.
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Figura 1. Modelizacion de la estructura de la cadena de una proteina con sus grados de libertad

La cadena polipéptida se forma mediante la uniéon covalente del ultimo atomo de carbono (;
de un aminoacido con el atomo de nitrégeno N;,, del siguiente aminoacido. Este enlace
covalente, denominado enlace peptidico, tiene propiedades de doble enlace, por lo que la
rotacion alrededor del el mismo esta impedida. Lo enlaces propios del aminoacido, N; — Ca; y
Ca; — C; si tienen libertad de rotacion, limitada Unicamente por las interferencias de las
cadenas secundarias. Los angulos relativos en dichos enlaces se denominan ¢; y ¥; (figura
1).

Debido a que el algoritmo requiere los valores de los angulos diédricos para el calculo de los
incrementos, estos han de ser lo mas exactos posibles. En una proteina, las fuerzas que
mantienen unidos a los atomos también los hacen vibrar alrededor de una posicién de
equilibrio. Debido a que los métodos experimentales obtienen imagenes estaticas de las
proteinas, es practicamente imposible que en dos instantaneas de una misma proteina, pese
a que la estructura global sea la misma, los atomos mantengan sus posiciones relativas.
Estos errores producen leves modificaciones en los valores de las longitudes y angulos de
enlace. Si esto lo trasladamos al calculo de los incrementos angulares en los angulos
diédricos de la proteina la consecuencia es que los incrementos calculados contienen un
error. Para minimizar este error se ha aplicado el algoritmo de normalizacién presentado en
[7]. Este algoritmo utiliza restricciones de distancia y plano para normalizar la estructura
(figura 2).
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Figura 2. (a) Restriccién de distancia aplicada al dtomo C;. Todos los dtomos posteriores en la cadena son
desplazados junto con el C; para no distorsionar la estructura. (b) Normalizacion de los planos peptidicos.
El cdlculo del plano medio se realiza mediante coordenadas locales.

3. ALGORITMO PARA LA SIMULACION DEL MECANISMO MOLECULAR

El algoritmo que presentamos en este articulo es la evolucién del presentado en [6,7]. La
anterior version del algoritmo optaba por bloquear los grados de libertad del algoritmo que
habian generado mayores incrementos de energia. Este procedimiento produce un modelo
cinematico de la proteina excesivamente rigido. Por este motivo se ha decidido modificar este
algoritmo para lograr un modelo cinematico mas flexible. Al igual que en el trabajo anterior
el algoritmo sigue haciendo uso de los grados de libertad reales, es decir, los angulos
diédricos, para avanzar a lo largo de la simulacion. Los datos de las estructuras iniciales de
las proteinas se han obtenido del protein data bank PDB. Para obtener una referencia de la
evolucion del error se han comparado las estructuras obtenidas con las estructuras dato del
Morph server. Las simulaciones se han realizado mediante el software GIMPRO desarrollado
por nuestro grupo de investigacion.

Los resultados se han validado utilizando tres indicadores diferentes. En primer lugar el
error cuadratico medio o rmsd. Este error hace referencia a la similitud global entre las
estructuras obtenidas en la simulaciéon y las estructuras utilizadas como dato. En segundo
lugar se ha evaluado la evolucion de la energia potencial de la proteina. Este indicador es
particularmente sensible a distorsiones locales en la estructura de la proteina aumentando
su valor cuando dos o mas atomos estan a punto de colisionar. De entre todos los campos
potenciales disponibles en la bibliografia se ha seleccionado el campo de AMBER con los
parametros propuestos por Cornell [8]. El ultimo indicador son los Ramachandran Plots de
las estructuras obtenidas. Los Ramachandran Plots indican el sentido biologico de las
estructuras obtenidas.

El algoritmo evolucionado esta presentado en Algoritmo 1. Este algoritmo, antes de bloquear
el giro de un grado de libertad trata de aplicar su rotaciéon con un incremento menor. El
algoritmo comienza realizando el calculo de la energia inicial de la proteina E°. Una vez
calculado, el proceso de simulacion comienza rotando de forma secuencial los grados de
libertad de la proteina, desde el primer aminoacido al ultimo. Una vez rotados, se obtiene el
valor de la energia potencial de la configuraciéon actual E¥. Este valor no puede exceder el
maximo admitido para la iteracion k actual, E°+ E°-¢, donde ¢, es una tolerancia
energetica cuyo objetivo es distribuir uniformemente los cambios en la energia potencial de
la proteina. El calculo de €, se realiza mediante la siguiente expresion:

k-e 1)
€ =—
Top
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donde € es el cambio porcentual de la energia a lo largo de toda la simulacion y p es el
numero de pasos que se quieren realizar. Ambos valores son definidos por el usuario. En
caso de que E* supere el limite establecido el algoritmo busca el grado de libertad que ha
generado el mayor incremento energetico. La rotacion en este grado de libertad es deshecha
y vuelta a aplicar reduciendo su valor a la mitad (Ay;/2 | |A¢;/2). Si resulta que esta nueva
rotacion no logra reducir el valor de la energia hasta el limite establecido el algoritmo
procede a deshacer el nuevo giro y a bloquear el grado de libertad en la actual iteracion. El
proceso se va repitiendo con todos los grados de libertad hasta que el valor de la energia es
menor que en la iteracion anterior. A lo largo de la simulacion el algoritmo guarda un
registro del niumero de veces que cada grado de libertad ha sido frenado o bloqueado. En el
evento de que un grado de libertad sea bloqueado m veces el algoritmo considera que el
grado de libertad no puede girar en dicha direcciéon y cambia su sentido de rotacion
(Ay; = —AY; | |Ad; = —Ad;) durante las proximas n iteraciones. Ambos valores m y n son
definidos por el usuario.

Algoritmo 1 Algoritmo para el paso k

I: " foreach Grado de libertad de la proteina do

2: Rotar el grado de libertad i (Ay;||A¢;)

3: EF «Evaluacion de la energia potencial después de la rotacion del grado de libertad i
4: AEF = EF — Ef | «Incremento de energia asociado al grado de libertad i

5: end foreach

6: E* = EF «Energia potencial después de la iteracion &

7: while [EkE_OEO]] > ¥ do

8: Deshacer la rotacion el grado de libertad i (A);]|A¢;) asociado al méximo AEF

9: Rotar el grado de libertad i con incremento reducido (Ay;/2||A¢;/2)

10: E* «Evaluacion de la energia potencial

11:If [EkE_OEO]] > €* then

12: Deshacer el giro del el grado de libertad i (—Ay;/2||—A¢p;/2)
13: end if

14 AEf=0

15: If el grado de libertad i se ha frenado mas de m veces then

16: AY; = —AY||Ag; = —Ag;

17: end if

18: E* «Evaluacion de la energia potencial

19: end while

Ya que el algoritmo posee la capacidad de modificar los valores de los incrementos en los
angulos diédricos e incluso cambiar su sentido de giro, es mas que probable que una vez
alcanzadas las p iteraciones definidas por el usuario éstos no hayan alcanzado sus valores
finales. Por este motivo, cada vez que el algoritmo frena o bloquea un grado de libertad
automaticamente p es incrementado en 1. Esto también hace que el incremento energético
definido para cada iteracion por la ecuacion 1 se ajuste dinamicamente a lo largo de la
simulacion.

La simulaciéon puede terminar debido a tres factores. Primero, los angulos diédricos han
alcanzado sus valores finales. Segundo, el algoritmo ha consumido completamente la
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energia disponible para la simulacion. Y tercero, debido a que el algoritmo tiene la
capacidad de incrementar el numero maximo de iteraciones, con el proposito de no realizar
simulaciones excesivamente largas, se ha definido un maximo de 10 - p iteraciones.

4. EJEMPLOS DE APLICACION

Para evaluar la eficacia del algoritmo propuesto se han seleccionado cuatro proteinas von
diferentes tipos de movimientos. La proteina 1k20 posee un movimiento de pinza en la que
una zona de la proteina se desplaza respecto a la otra. La proteina lzac posee el mismo
movimiento aunque de menor magnitud. El movimiento de la proteina 1k9p esta definido
por la posicion relativa de dos hélices . Por ultimo, en la proteina 3cln el movimiento esta
definido por la unién de dos hélices & en una unica hélice (figura 3).

(b)

Figura 3. (a) Configuracion incial y (b) final del movimiento de la proteina 3cln. Se aprecia perfectamente
como se forma la hélice central arrastrando el bloque superior completo. Representadas mediante Pymol

Como se ha dicho, el algoritmo presentado en este articulo posee la capacidad de modificar
los valores de los incrementos de los angulos diédricos de la proteina. Este comportamiento
se controla mediante los parametros m y n. En aras de comprobar la influencia de estos
parametros se han realizado dos simulaciones, una con los valores m =n = 2 y otra con los
valores m =3,n=1. El resto de parametros se han definido con los siguientes valores;
numero maximo de iteraciones p = 100, tolerancia de energia maxima e = 10%. Los
resultados obtenidos para las diferentes proteinas se muestran en la tabla 1. Para comparar
los resultados obtenidos con este algoritmo también se han realizado las mismas
simulaciones con la version previa del mismo utilizando los mismos valores de p y €, los
resultados de estas simulaciones se muestran en la tabla 2.

m=n=2 m=3, n=1
RP(% de RP(% de
Proteina Rmsd(A) Energia atomos en las Rmsd(A) Energia atomos en las
(%) zonas (%) zonas
favorables) favorables)
1k9p - - - 3.78* 6* 97*
1k20 5.48 6.2 92 5.29 4.8 93
lzac - - - 3.08 4 98
3cln 5.52 3.7 93 5.34 3 92

*Estos resultados no representan un movimiento real de la proteina

Tabla 1. Resultados de la simulacion del mecanismo molecular con el algoritmo presentado
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° o, a
Proteina | Rmsd(A) Energia (%) laRsP(z{:n(;: :.:3::;3;122)
1k9p 4.01 7 96
1k20 6.18 7.6 92
1zac 3.44 6.9 97
3cln 6.88 0 95

Tabla 2. Resultados obtenidos por la version anterior del algoritmo

Como se puede observar en la tabla 1, el algoritmo presentado en este articulo mejora los
resultados obtenidos por el primer algoritmo en las proteinas 1k20, 1zac y 3clnl, reduciendo
los errores rmsd en un 14%, 10% y 22% respectivamente. Los valores de los Ramachandran
Plots muestran como se ha mantenido el sentido biolégico de las proteinas en todo
momento. En lo referente a la energia se puede observar como los incrementos obtenidos
han sido bajos demostrando la ausencia de choques entre atomos. En la figura 4(a) se
puede ver una superposicion de la estructura obtenida (morado) y la estructura dato (verde)
de la proteina 1zac. Por otro lado en la figura 5 se muestran las graficas de la evolucion de
la energia potencial y el rmsd para la simulacion de la proteina 3cln. Por lo que respecta a la
proteina 1k9p el algoritmo presentado en este articulo no logra obtener una soluciéon valida
con ninguna de las combinaciones de parametros propuestas. Esto se debe en gran medida
a las interferencias entre las cadenas secundarias de la proteina, las cuales, son tratadas
por el algoritmo como sélidos rigidos trasladandolas junto con la cadena principal. Por este
motivo el algoritmo despliega parcialmente la proteina para alcanzar la posicion final,
obteniendo un movimiento no valido de la proteina. En todo caso, a pesar de ello, el
algoritmo si logra alcanzar una posicién final con un error rmsd de 3.78 A, un incremento
energético del 6% y colocando el 97% de los atomos en las zonas preferentes de los
Ramachandran Plots. En la figura 4(b) se muestra la superposicion de esta estructura final
obtenida con respecto a la estructura dato.

(a) (b)
Figura 4. Superposicion de la estructura obtenida (morado) y dato (verde) de la proteina 1zac (a) y 1k9p

(b).
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Figura 5. Resultados para la proteina 3cln con los pardmetros m=3 y n=1. (a) Evolucién de la energia
potencial de las posiciones obtenidas por el algoritmo evolucionado. (b) Evolucién del rmsd respecto a las
posiciones dato del Morph server.

Centrandonos en los resultados obtenidos por el algoritmo presentado en este articulo
podemos observar notables diferencias entre las dos combinaciones de parametros. Los
mejores resultados han sido obtenidos para los valores m = 3,n = 1. El parametro m controla
las veces que un grado de libertad es bloqueado antes de que se cambie su sentido de
rotacion. Por otro lado el parametro n define el niimero de veces que dicho grado de libertad
rota en sentido contrario. Desde un punto de vista cinematico esta combinacion de
parametros produce un modelo mas rigido de la estructura de la proteina, reduciendo el
numero de veces que un grado de libertad puede rotar en sentido contrario. Por el contrario
con los valores m =n = 2 el cambio de rotaciéon se produce antes y durante mayor intervalo
de tiempo. Esto provoca que los angulos diédricos tengan mas facilidad de retroceso y no
alcancen la posicion final deseada. Se observa que para la simulacion del mecanismo
molecular de estas proteinas el modelo cinematicamente mas rigido aporta mejores
resultados. De todas formas, la seleccion de los parametros dependera de las caracteristicas
del mecanismo molecular de cada proteina. Por ejemplo, en simulaciones que exijan una
mayor libertad de movimiento, como podria ser la simulacion del plegado de proteinas, seria
mas conveniente una seleccion de parametros que permita la exploracion de un mayor
espacio configuracional.

5. CONCLUSIONES

El estudio de las proteinas se esta convirtiendo en una ciencia cada vez mas
interdisciplinar. No solo matematicas, fisica o biologia tienen cabida sino también la
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ingenieria. Las similitudes entre las proteinas y los mecanismos de cadena abierta o con las
estructuras de barras permiten aplicar técnicas y conocimientos de problemas cinematicos y
dinamicos a su estudio.

En este articulo se ha descrito un algoritmo para la simulacion de mecanismo molecular de
las proteinas mediante el cual llevan a cabo su funciéon. Este algoritmo proporciona a la
proteina mayor libertad de movimiento permitiendo la exploracion de nuevas trayectorias.
Esta libertad esta determinada por la capacidad del algoritmo de modificar los valores de los
incrementos en los angulos diédricos de la proteina asi como de su sentido de giro. Este
comportamiento esta controlado por dos parametros cuya modificacion altera la libertad de
movimiento de la proteina obteniendo un modelo mas o menos flexible de la cadena
principal de la proteina. Los resultados muestran como este nuevo algoritmo mejora los
resultados obtenidos por su version previa.

El trabajo actual se centra en proporcionar a la proteina de una mayor libertad de
movimiento anadiendo grados de libertad asociados a las cadenas secundarias. Esto
permitira mejorar los resultados en movimientos de caracter interno como el que presenta la
proteina 1k9p. Por otro lado y de cara a reducir todavia mas el coste computacional del
meétodo se esta trabajando en un algoritmo para detectar estructuras secundarias a lo largo
del proceso de simulacion para eliminar los grados de libertad asociados a las mismas.
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