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IV Abstract

Bioinformatics, syncretism between biology and the technologies of information
takes more and more relevance in the biological sciences because of the big increment in

the technological capacity to obtain empirical data. One of the topics that bioinformatics
studies is the generation of three-dimensional molecular models of proteins that no ex-

perimental structure is yet available. In this field one of the most popular methods for

the accomplishment of this task is comparative modeling by satisfaction of spatial re-
strains, implemented in the software MODELLER. The three-dimensional structures

derived form this process must be evaluated, thus, there are several tools to accomplish
this objective, but they work in an adequate manner in the range of high sequence iden-
tity, failing consistently for models obtained in the range of low sequence identity. Previ-
ous works of our laboratory in comparative modeling in the range of low sequence iden-
tity have required some tool which allows the evaluation of the structural stability of the
generated models. Molecular Dynamics, mechanical-statistics technique for the charac-
terization of molecular systems at atomic level, has been systematically used with this
purpose. The present seminar has as objective the demonstration of the utility of mo-
lecular dynamics as an evaluation tool in the modeling of biological macromolecules, in
the range of low sequence identity. For that, a data base of crystallographic structures
from the protein data base was generated. For each member of the data base, a templates
search using BLAST-P was performed, selecting the templates whose identity was lo-
cated in the range of 30% and 50%. With these templates, a conjunto of comparatives
models was developed using non intervened and intervened multiple sequence align-

ments to generate errors in the alignments. To evaluate the resulting models structures,
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they were evaluated with different tools, and relaxed using a molecular dynamics protocol
in explicit solvent and spherical boundary conditions. The models generated with inter-
vened sequence alignments presented higher RMSD (Ca (> 3A) (instable dynamics)
with respect to the reference crystallographic structures, demonstrating the power of the
molecular dynamics evaluation in the discrimination between comparatives models of

different quality, in the range of low sequence identity.
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IV Resumen

La bioinformitica, sincretismo cientifico-técnico entre la biologia y las tecnologias
de la informacién, cobra cada vez mds relevancia dentro las ciencias biolégicas debido al
gran aumento en la capacidad tecnoldgica para la obtencién de datos empiricos. Dentro
de los tépicos que estudia la bioinformatica se encuentra la generaciéon de modelos
tridimensionales para la estructura de proteinas que no han sido determinadas
experimentalmente. En este dmbito, uno de los métodos mds populares para la
realizacién de esta tarea dice relacién con el modelado comparativo por satisfaccion de
restricciones espaciales, implementado en el programa MODELLER. Las estructuras
tridimensionales derivadas de este proceso deben ser evaluadas, objetivo para el cual
existen diversas herramientas que funcionan de manera adecuada cuando se trabaja en el
imbito de la alta identidad de secuencia, fallando consistentemente para modelos
obtenidos a baja identidad de secuencia. Trabajos anteriores de nuestro laboratorio en
modelado comparativo en el dmbito de la baja identidad de secuencia, han necesitado de
alguna herramienta que permita evaluar la estabilidad estructural de los modelos
generados. La dindmica molecular, técnica mecdnico-estadistica para la caracterizacién
de sistemas moleculares a nivel atémico, ha sido sistemdticamente utilizada con este
propésito. La presente memoria tiene como objetivo demostrar la utilidad de la dindmica
molecular en el modelado de macromoléculas biolégicas, en el dmbito de la baja
identidad de secuencia. Para esto se generé una base de datos de estructuras
cristalogrificas provenientes de la Base de Datos de Proteinas. Para toda la base de datos
se realizé buisquedas de patrones usando BLAST-p, siendo seleccionados aquellos cuya

identidad de secuencia se ubicase entre 30% y 50%. Usando estos patrones, se generd una



Universidad de Chile, Facultad de Ciencias , Escuela de  pregrado

serie de modelos comparativos a partir de alineamientos multiples no intervenidos, e
intervenidos para generar errores en el alineamiento a partir de aperturas aleatorias en los
alineamientos (indel o gaps). Los modelos resultantes fueron evaluados por diversas
herramientas, siendo sometidos a un protocolo de dindmica molecular en una esfera de
solvente, con un nimero suficiente de moléculas de agua para solvatar el sistema. Los
modelos generados a partir de alineamiento intervenidos presentaron altos valores
RMSD de C« (> 3A) (dindmicas inestables) en relacién a las estructuras cristalogrificas
de referencia, demostrando ¢l poder de evaluacién de la dindmica molecular para la
discriminacién entre modelos moleculares comparativos de distinta calidad, en el 4mbito

de la baja identidad de secuencia.
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V Introduccion

sBiginformdtica

La bioinformética puede ser definida como la aplicacion a la biologia de las
técnicas de la informaitica, siendo su rol fundamental el manejo, andlisis e integraciéon de
informacién biolégica [Baldi y col, 2001]. Su origen se remonta a la década de los sesenta
con los trabajos desarrollados por la Dra. Margaret Oakley Dayhoff (1925-1983) pionera
en el uso de computadores en biologia y quimica. Uno de sus mayores logros fue la
realizacién de la primera base de datos de estructuras proteicas conocida como el atlas de
secuencia y estructuras de proteinas [Dayhoff y col, 1965]. La bioinformadtica cobra cada
vez mis relevancia dentro de las ciencias biolégicas debido al gran aumento en la
capacidad tecnolégica para la obtenciéon de datos empiricos siendo gatillada por la
explosién de la informacién genémica disponible en bases de datos publicas, resultado
de la concrecién exitosa del Proyecto Genoma Humano [Venter y col, 2001]. Tal como
ocurre en otros ambitos cientificos el objetivo principal de la bioinformitica es el
modelado, validacién y prediccion (MVP) de los fenémenos biolégicos. Cuando las
predicciones son validadas contra los datos empiricos se cierra el circulo virtuoso del

conocimiento tan propio del desarrollo de las ciencias aplicadas.
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eModelade Molecular

Dentro de los tépicos que estudia la bioinformitica, se encuentra la generacién de
modelos tridimensionales (3D) de macromoléculas biolégicas, en particular de proteinas.
La estructura de una proteina est4 definida por la posicién en el espacio 3D de todos los
dtomos que la componen, s¢ puede determinar mediante técnicas empiricas como
resonancia magnética nuclear (RMN)[Wiithrich, 2001], cristalografia de rayos x
[Drenth, 19991 o modelar a través de las aproximaciones teéricas. Se ha propuesto que la
estructura tridimensional de una proteina est4 determinada por dos distintos principios
que operan en escalas de tiempos muy diferentes: las leyes de la fisica y la teorfa de la
evolucién. Por un Iado, de acuerdo a las leyes de la fisica, una proteina en solucién es un
sistema de dtomos que interactiian a través de una serie de fuerzas tales como
interacciones coulémbicas, Van der Walls, enlaces covalentes y de hidrégeno. Estas
fuerzas {bajo condiciones apropiadas) definen la estructura proteica, proceso que se
alcanza en el intervalo de los milisegundos o segundos luego del fendmeno de
traduccién. Por otro lado, en millones de afios la deriva estructural de protefnas ha
resultado en familias de variantes que comparten una funcién, lo cual requiere la
conservacién de su estructura y por ende de partes de su secuencia {Fiser y col, 2002]. A
partir de estos dos principios, las aproximaciones teéricas se pueden dividir en métodos
de nowo y métodos que se basan en conformaciones conocidas (figura 1). Los métodos e
novo predicen la estructura 3D solo a partir de la secuencia de aminodcidos, suponen que
la conformacién del estado nativo de una proteina esta en el minimo local accesible de
energia libre de Gibbs (G) y llevan a cabo una busqueda a gran escala (utilizando las
leyes de la fisica) del espacio conformacional de las estructuras terciarias que poseen
valores particularmente bajos de AG [Baker & Sali, 2001}, Los métodos basados en
estructuras conocidas, entre lo cuales destacan el fhreading o reconocimiento de

plegamiento [Leonard y col, 2004] y el modelado comparativo, dependen de estructuras
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3D proteicas que se han determinado empiricamente (datos que son depositados en
bases de datos publicas como PDB [Sussman y col 1998]) dejando el proceso de
modelado a manos de las restricciones espaciales detectadas en al menos una estructura

relacionada [Fiser y col, 2002].

GFCHIKAYTRLIMVG M E—

Plegamiento

Fisica Evolucion
Prediccion de novo Modelamiento Comparativo

Figura 1: Prediccién de estructura de nove y modelado comparativo de estructuras de proteinas. Las proteinas
obedecen dos principios distintos, las leyes de la fisica y la teoria de la evolucién, cada una de las cuales dan origen a
una variedad de los métodos de prediccién correspondientes, figura modificada de Fiser y col, 2001.

Es importante entender que cualquier método de prediccién de estructura 3D de
proteinas puede ser visto como una optimizacién, con respecto a cierta funcién objetivo.
Desde este punto de vista los métodos de novo tratan de encontrar la conformacién de
una secuencia proteica dada las fuerzas entre los dtomos, mientras que los métodos
basados en una conformacién conocida buscan la estructura 3D de una secuencia de
aminodcidos primordialmente mediante su relacién con una o varias proteinas similares

en secuencia y de estructura 3D conocida [Fiser y col, 2002].

Dada la existencia de distintos métodos para la obtencién de la estructura de una
proteina, trabajos emblemdticos [Baker & Sali, 2001] se han encargado de determinar la

valia y el rango de aplicacion de los distintos métodos.
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2001].




Como se extrae de la figura 2 las distintas metodologias de modelado molecular
presentan distintos niveles de precision y aplicabilidad, desde la identificacién de motivos
estructurales hasta el estudio de mecanismos cataliticos. En general el modelado basado

en estructuras 3D conocidas consiste de cinco pasos (ver figura 3):

1) Identificar estructuras 3D depositadas en las bases de datos, relacionadas con la
secuencia objetivo a modelar.

i) Seleccionar los patrones estructurales.
iii) Alinear la secuencias primarias con sus patrones.
iv) Construccién de modelo.

v) Evaluacién del modelo.

1 Secuencia Estructuras
Inicio objetivo Patrones

Identificar estructuras relacionadas L pat

Selecclonar patrones

Alingamiento
SEQ GRITFYERG-—RCYESDCPNLOP

Alinear secuencia objetivo con
las secuencias patrones

Modele

objetivo

Construir un modelo para la secuencia objetivo
usando la informacién de las estructuras templado

Evaluar el modelo

NO Modelo

corracto?

Si
Fin
Figura 3: Protocolo de modelado molecular basado en estructuras conocidas, en general tanto para la asignacién de

plegamiento como para el modelado comparativo se procede de manera similar. Figura modificada de Fiser & Sali,
2003.



Normalmente, tanto para el reconocimiento de plegamiento como para el
modelado comparativo los tres primeros pasos son iguales (ver figura 3), siendo el cuarto
paso el que define la particularidad del método, eleccién que va a depender directamente
de la identidad de secuencia entre el o los patrones y la proteina a modelar (ver figura
2).El modelado comparativo usa estructuras 3D de proteinas determinadas
empiricamente para predecir la conformacién de otras proteinas con secuencia similar de
aminodcidos. Chotia & Lesk [1986] demostraron, a través del estudio de la relacién
entre la divergencia de estructura 3D y secuencia primaria en proteinas, que el espacio de
secuencias distintas es mayor al espacio de conformaciones existentes (determinadas
experimentalmente) , es decir que la estructura 3D es mis conservada que la secuencia
primaria (ver figura 4). Sin embargo, la diferencia estructural entre la proteina problema
(objetivo) y el homdlogo con estructura conocida aumenta con la disminucién del
porcentaje de identidad de secuencia entre ambos para la correcta asignacién en el
modelo, de los contactos observados en la estructura nativa, una vez que esta ha sido
determinada experimentalmente. Este problema se suma a la menor eficacia de los
algoritmos de alineamiento para determinar correctamente las posiciones homélogas
entre dos secuencias, cuando hay baja identidad de secuencia En resumen, si la similitud
entre dos proteinas es detectable a nivel de secuencia y es estadisticamente significativa,
probablemente tendrin una estructura similar [Fiser & Sali, 2003, Sali & Blundell,
1993].

Figura 4: Precision de modelos comparativos (traslape
de Cat) en funcién de la identidad de secuencia,como
se aprecia bajo ¢l umbral del 40% de identidad de
secuencia los errores en los alineamientos, las
diferencias estructurales entre modelos, proteinas

objetivo y patrones tienden a ser preponderantes.
Figura modificada de Fiser & Sali , 2003.
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Existen variadas metodologias en el modelado comparativo, de las cuales destaca la
que utiliza MODELLER [Sali & Blundell, 1993], programa que modela estructuras 3D

por satisfaccion de restricciones espaciales (figura 5).

TFYI

SEQ GKITFYERG---RCYESDCPNLQP

1.Alinear secuencia
con sus estructuras:

Y
I 1 8,
K7 p ¢ P
2.Extraer restricciones G Y E N
espaciales: E ¥ pql
GRC
|

3.Satisfacer restricciones
espaciales:

Figura 5: Construccién de un modelo comparativo por el programa Modeller. En primer lugar, restricciones
espaciales son extraidas de la estructura patrén, a partir del alineamiento se determinan las posiciones de
residuos equivalentes. Las restricciones espaciales son combinadas en una funcién objetivo, la cual es
optimizada hasta que el modelo satisfaga de mejor manera todas estas restricciones.

Estas restricciones espaciales calculadas son expresadas como funciones de
densidad de probabilidad (PDF, ver material suplementario 2 ) para cada caracteristica

espacial dado un nimero de variables que fueron encontradas para la caracteristica

estudiada (ej: distancia Ca-Ca), de acuerdo a la figura 6.
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X2

PEGSX<X)= [ pl)dx

p.¢}
Figura 6: funcidn de densidad de probabilidad(PDF) pfx) para la

caracteristica # que es restringida (puede ser de cualquier forma no
negativa) y que integra para 1 sobre el rango de todos los valores de x. La

probabilidad finita de que un evento X7 < X <X2 ocurra es obtenida
por la integracidén de p.

.

Existen tres tipos de restricciones espaciales:

» Las que provienen directamente del alineamiento con el o los patrones.

» Derivadas de preferencias estadisticas extraidas de estructuras proteicas de alta

resolucién y que son expresadas como potenciales estadisticos de fuerza media

[Sippl, 1993].
» Las que se obtienen del campo de fuerza de mecdnica molecular CHARMM22

[MacKerel y col 1998] (ver material complementario 1) .

El modclo 3D se genera a partir de la optimizacién (algoritmo de gradiente
conjugado) de la PDF molecular (figura 7) que representa la suma ponderada de cada
una de las PDF s obtenidas para cada restriccién [Sali & Blundell, 1993].
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Figura 7: Optimizacién de la PDF molecular (funcién objetivo) por el método de gradiente conjugado.
Como se observa 2 medida que aumentz el nimero de iteraciones el valor de 1a funcién objetive
disminuye llegando a un valor minimo (valor éptimo) que define la estructura de Ia secuencia a
modelar, figura modificada de Fiser & Sali , 2003.
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Las estructuras 3D derivadas de un modelado comparativo deben ser evaluadas.
Para esto, existen variadas herramientas vtiles, destacando :
» Prosall [Sippl, 1993] y Anolea, [Melo y col, 1997] que se basan en el uso de

potenciales estadisticos de fuerza media (mean fields) para analizar las

distribuciones de energia en el plegamiento de proteinas.

« Verify 3D que evaltia la compatibilidad de cada residuo con la estructura 3D local
adyacente generando puntajes que se comparan con valores promedio (3D-ID
scores) [Liithy y col, 1992].

» Procheck, que evaliia la distribucién de la geometria de los residuos en un modelo

dado en comparacién con distribuciones provenientes de bases de datos
[Laskowski y col, 1993].

En forma adicional a las metodologias nombradas, el cdlculo del valor de
desviacién de las coordenadas cartesianas, RMSD (ver material suplementario 2),
permite obtener una medida de la diferencia global entre dos estructuras 3D
superpuestas. Los métodos para evaluar modelos 3D, en particular modelos
comparativos, funcionan de manera adecuada cuando sc trabaja en el 4mbito de la alta
identidad de secuencia ( 240%) [Baker & Salt, 2001], dado que estas herramientas estin
parametrizadas y validadas frente a modelos generados con patrones en este intervalo de
similitud. Diversos estudios han demostrado que la distribucién de frecuencias del
porcentaje de identidad de secuencia para proteinas secuenciadas y las estructuras 3D
determinadas empiricamente (depositadas en el PDB) tiene la forma de valores
extremos, en donde la mayoria de la secuencias comparten una identidad de secuencia en
el rango del 20 % 2l 30% [Sanchez y col, 2000] (ver figura 8), siendo éste el limite
inferior para el cual , normalmente el modelado comparativo es posible [Fiser & Sali,

2003, Melo y col, 2002].
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Figura 8: Ejemplo de la distribucién del porcentaje de identidad de secuencia entre todas
las proteinas secuenciadas para Mycobacterium genitalium y las estructuras conocidas, como
se aprecia la mayoria de las secuencias comparten una identidad de secuencia entre 20% y
30%, limite inferior aceptable para el modelado comparativo y rango en que la
herramientas de evaluacién actuales no son lo suficientemente confiables, figura extraida de
Sanchez y col 2000.

Trabajos anteriores de nuestro laboratorio demuestran que el modelado
comparativo en el rango de la baja identidad de secuencia es posible, bajo condiciones
particulares que requieren de un alto grado de conocimiento biolégico [Larrondo y col
,2005, Tischler y col ,2005]. En este dmbito limite, las herramientas de evaluacion
cominmente usadas no permiten evaluar la estabilidad estructural de los modelos, en

este seminario propongo usar Dindmica Molecular con este propésito.
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s Dindmica Molecular

La visién antigua de las proteinas como estructuras relativamente rigidas ha sido
reemplazada por un modelo dindmico en dénde los movimientos internos y los cambios
conformacionales resultantes juegan un rol esencial en su funcién[Karplus &
McCammon, 2002]. La Dindmica Molecular (DM), solucién aproximada al cldsico
problema de los n-cuerpos [Sundman, 1912], se define como una técnica
mecédnico-estadistica que implica la integracién, dependiente del tiempo, de las
ecuaciones cldsicas de movimiento en sistemas moleculares [Beck & Dagget, 2004](ver
material complentario 1). Los usos habituales de la DM abarcan: el muestreo del espacio
conformacional para determinar y refinar estructuras con datos obtenidos
empiricamente; obtencién de una descripcién del sistema al equilibrio incluyendo
propiedades estructurales y motrices; andlisis del desarrollo de la dindmica efectiva donde

los movimientos y su evolucién en el tiempo son el interés principal. [Norberg &

Nielson, 2003].

Variadas lineas de investigacién han utilizado simulaciones de DM en el marco del
modelado molecular y el anilisis de la estabilidad estructural de proteinas [Flohil y col,
2002, Fan & Mark, 2004]; se estudié la estabilidad relativa de estructuras de proteinas
determinadas por cristalografia de rayos x y RMN mediante simutaciones de DM [Fan
& Mark, 2003]; la calidad de estructuras de proteinas de membrana fue evaluada
mediante simulaciones de DM [Law y col, 2005] ;Richard J. Law y Mark S. P. Sansom
(2004) en el trabajo “Modelado Comparativo y simulaciones de Dinimica Molecular:
estudios comparativos de la acuaporina humana 1(HAI1)", se evalué la calidad de

estructuras modeladas derivadas de patrones cuya estructura fue obtenida con distintas
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técnicas experimentales , de acuerdo a la estabilidad estructural que mostraban en

simulaciones de DM [Law & Sansom, 2004].

A pesar de la aplicabilidad de la DM en la evaluacién de la calidad de modelos
moleculares de proteinas, no se ha desarrollado estudios sisteméticos enfocados en la
capacidad de la DM para discriminar entre estructuras 3D de proteinas pequefias
modeladas a partir de alineamientos de distinta calidad. En este sentido las herramientas
de evaluacién convencionales estin sesgadas hacfa la comparacién de rasgos estructurales
especificos del modelo con respecto a la representatividad de dicha configuracién en las
bases de datos de proteinas (potenciales estadisticos). En cambio, la DM puede
evidenciar en que medida un modelo presenta una baja probabilidad de asignacién

correcta de contactos nativos, dado que esto afectard la estabilidad estructural durante

una simulacién de DM [Ponder & Case, 2003].
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V.2 Hipétesis de trabajo.

“La Dindmica Molecular es una herramienta itil para evaluar la calidad de estructuras 3D

obtenidas por modelado comparative”

V.3 Objetivos

«General

Demostrar la capacidad diferenciadora de la estabilidad estructural de modelos
comparativos desarrollados a partir de alineamientos de alta y baja calidad ofrecida
por la dinimica molecular.

sEspecificos

1) Generar una base de datos de estructuras de proteinas cuyas secuencias sean
utilizadas para modelado comparativo y su respectivo conjunto de estructuras

patrones.
2) Usando MODELLER desarrollar modelos comparativos a partir de :
2.1) Alineamientos usando ClustalW.
2.2) Alineamientos intervenidos: introduccién ex profeso de aperturas aleatorias

(indel, gaps).

3) Comparar modelos generados con su estructura cristalogrifica de referencia

utilizando funciones clasicas de evaluacién.

4) Aplicar DM a los modelos generados y comparar la estabilidad estructural

durante las trayectorias respecto a su estructura cristalogrifica de referencia.

3



VI Materiales y métodos

Se desarrollé una base de datos (BD) de estructuras proteicas provenientes de
PDB. Para cada estructura se realizé una busqueda de patrones, filtrando los resultados
de acuerdo a un criterio minimo establecido. A continuacién se hizo alineamientos
globales multiples para cada estructura con sus patrones. Para cada alineamiento se
generaron diferentes conjuntos de alineamientos intervenidos. Usando estos conjuntos de
alineamientos se generaron modelos comparativos para luego ser comparados contra las
estructuras cristalogrificas de referencia y evaluados con Prosall y Anolea. Finalmente
determinados modelos fueron templados con herramientas de dindmica molecular, para
luego ser sometidos al mismo proceso de evaluacion, con la idea de poder determinar si la
DM tiene la capacidad de distinguir entre ambos conjuntos de modelos. En la figura 9 se

presenta un diagrama de la metodologia desarrollada.
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Figura 9: Dizgrama de flujo de 12 metodologia empleada. Hy,Hz2Hs . Ha , hits de BLAST-P [Altschul y col,
1997]. E.C.R, estructura cristalogrifica de referencia.
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V1.1 Base de datos y conjunto de prueba

La segmentacién de la BD fue de acuerdo a resolucién (< 2A), nimero de residuos
(< 100), estructuras completas y estado oligomérico (monémeros). Las  estructuras

obtenidas a partir de esta busqueda fueron utilizadas como entrada para una bisqueda

BLAST-p [Altschul y col, 1997] (usando BLOSUMS62, [Henikoft & Henikoff, 1992]
expectancy :10, word size: 3) contra la base de datos PDB seleccionado aquellos
elementos de la BD que obtuviesen al menos un acierto con porcentaje de identidad de
secuencia entre 30% y 50%.

V1.2 Modelado comparativo

*Modelos generados a partir de alineamientos no intervenidos:

Para cada una de las cinco proteina de la BD se generé modelos de su estructura
3D a partir de sus correspondientes estructuras primarias y los patrones de
conformacién conocida, utilizando el método de modelado comparativo por satisfaccién
de restricciones espaciales. Los alineamientos entre patrones y secuencias a modelar
fueron realizados con ClustalW [Thompson y col, 1994], para el modelado se uso el
programa MODELLER v8.2 con la clase automodel. Para cada proteina de la BD se
gener6 cinco modelos, uno sin refinamiento de lazos (loops) y 4 con refinamientos de

lazos .

s Modelos generados a partir de alineamientos intervenidos con n- iteraciones de ervor:

En el modelado comparativo existen varias fuentes de error: seleccion inapropiada

de patrones; alineamientos incorrectos; modelado erréneo de cadenas laterales; modelaje
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inadecuado de lazos [Fiser & Sali, 2003]. Dentro de lo errores mds comunes en el ambito
de baja identidad de secuencia son los del alineamiento y por lo tanto para la generacién
de modelos comparativos intervenidos, fue al nivel de los alineamientos en donde se
introdujo tales errores. Especificamente, se generd, via programacién en Perl [Wall,
1997], un conjunto de alineamientos intervenidos insertando aperturas aleatorias (ver
material suplementario 3 y figura 29). Descartando lo anterior, el protocolo de modelado

comparativo fue igual al utilizado en el conjunto de modelos no intervenidos.

V1.3 Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones fueron desarrolladas con minimizaciones energéticas iniciales
(algoritmo de gradiente conjugado),usando agua como solvente explicito, con
condiciones esféricas de borde (potencial armoénico aplicado sobre moléculas de solvente
en los bordes del sistema), grupo termodinimico NVT (nimero de dtomos, volumen y
temperatura constante), el nimero de dtomos (que en ningtin caso sobrepasé los 30000
atomos) y volumen dependen directamente del sistema estudiado. La temperatura del
grupo fue de 310 K y la concentracién de iones igual a 0,05 M. El tiempo total de
simulacién fue de 1ns, el integrador fue de 2fs (timestep ), se aplic6 el protocolo Shake
[Ryckaert y col, 1977] como restriccién a los hidrégenos. El campo de fuerza utilizado
fue CHARMM?27 implementado en el programa de dindmica molecular en nanoescala
NAMD (dindmica molecular en nanoescala, nancescale molecular dynamics), [Phillips y
col 2005]. Es importante destacar que para las simulaciones exploratorias hubo ciertas
variaciones en el protocolo utilizado, como fueron la utilizacién de condiciones
periédicas de borde (ctbicas) y protocolos de relajacién y minimizacién diferentes. Todas

las simulaciones fueron ejecutadas en un linux-cluster (Fedora core2) de ocho
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procesadores Intel Pentium IV, demorando aproximadamente 24 hrs por cada ns

simulado. En la figura 10 se presenta un ejemplo de los sistemas simulados.

Figura 10: Ejemplo de sistema usado para la simulacion de dindmica molecular para la estructura
cristalografica 1PCH; condiciones esféricas de borde, solvente (agua) explicito, grupo
termodindmico NVT, campo de fuerza CHARMM27, motor de cilculo N , nimero de
itomos 14252. Esfera gris representa las moléculas de agua; Representacion de la estructura

secundaria de 1PCH: amarillos hojas B, violeta hélices «, calipso y blanco lazos (loops).
V1.4 Evaluacion de modelos comparativos y andlisis de simulaciones

Los modelos comparativos fueron evaluados antes y después de las simulaciones de

dindmica molecular con los evaluadores clisicos Prosall y Anolea utilizando las opciones
por omisién de ambos programas. Los valores del curso temporal de la RMSD (con
respecto a la estructura inicial), energias de las simulaciones, divergencia estructural y
alineamientos estructurales (STAMP [Russell & Barton, 1992], ademas de los RECR.
antes y después de las DM, fueron calculados con el programa VMD (dindmica
molecular visual, wvisual molecular dynamics)[Humphrey y col, 1996] a través de

programacién en TCL [hep:/wvwwicltk/] y Perl.  El andlisis matemitico fue llevado cabo
con los programas Grace [http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/], Octave

[htrp:/ /www.gnu.org/software/octave/ ]_ Yy Openofﬁce [http:/ /www.openoffice.org/ ] B

[, [377/ i / I y Lt 2030207 "\;-'4-- y f 2, R} / 1 . i1, hawlricy
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VI1I Resultados

VII.1 Base de datos y conjunto de prueba

Los resultados de la busqueda de secuencias patrones BLAST-p se presentan en la

figura 11. El andlisis de la figura 11 permite destacar dos aspectos fundamentales, la
mayor cantidad de los aciertos para los elementos de la base de datos preliminar se
encuentran localizados en la regién comprendida entre 25% y 50% de identidad de
secuencia BLAST-p. PDB es redundante, lo que se ve reflejado por la presencia de un

gran nimero de aciertos cercanos al 100% de identidad de secuencia BLAST-p.

Histograma de frecuencia Blast-p v/s PDB
70, T T T S S [ T S

30

Ntmero de aciertos

20 30 40 50 80 70 80 0 100
%I|d secuencia Blast-p

Figura 11: Resultados de las bﬁs?uedn de patrones via Blast-p para la base de datos preliminar
expresado en un histograma de frecuencia de hits en funcién del % id Blast-p. Nétese que la
distribucion es del tipo de valores extremos (ver figura 8).

Luego de filtrar los resultados de la busqueda de secuencias patrones (ver
métodos), la base de datos quedé compuesta por 5 estructuras cristalogrificas y sus

correspondientes secuencias patrones (figura 12 y tabla 1).
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Estructura Descripcién Datos Experimentales

1BHP ( y Purotionina beta, perteneciente a N residuos: 45
(J la clase las tioninas, toxinas de

plantas que aumentan la

permeabilidad de membranas.

Resolucién: 1.7A
Fuente: Triticum aestivum
CATH: alfa-beta

SCOP: pequerias proteinas

Neurotoxina 1, componente del Ne residuos: 72
veneno de la familia de

serpientes elapidas. Esta toxina Resolucion: 1.9A

actua sobre la subunidad-& del Fuente: Naja naja oxiana
receptor de acetilcolina
nicotinico al nivel postsindptico
de la unién neuromuscular.

CATH: mayormente beta
SCOP: pequedias proteinas

R

Proteina transportadora de N°residuos: 88
fésforo contenedora de histidina
HE. (HPr). Estas proteinas son
parte del sistema
fosfoenolpiruvato, el sistema de
trasporte de azucar CATH:alfaybeta

fosfotranferasa (PTS).
SCOP: proteinas alfa y beta

Resolucion: 1.8A

Fuente: Micoplasma capricolum

Toxina I (AaHII), parte del No residuos: 64
veneno de escorpiones, se une a . %
camalesde N Resolucién: 1.3A
Fuente: Andronoctus australis

CATH: alfa-beta

SCOP: pequenas proteinas

TR RS

1UHA Tipo de lectina especifica para N residuos: 82
sacaridos que contengan - .
g n-acetilglucosamina, y que Resolucién: 1.54
\f causan aglutinacion celular y  pyepee: Phytolacca americana
L /La sedimentacién de glicoproteinas.
) / CATH: no asignada.

SCOP: pequeiias proteinas

Figura 12: Configuracion final de la base de datos, las proteinas aparecen esquematizadas de acuerdo a su estructura
secundaria, donde amarillo representa sibanas B, violeta hélices «, calipso y blanco distintos tipos de lazos.
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Tabla 1: Patrones para modelado comnparative para cada una de Jas estructuras de 1a base de datos,

Secuencia Patrones Nombre Resolucion  Residuos % Identidad
a modelar global
1BHF
JCNR Crambina 1.0 46 37
1AB1 Crambina 0.8 46 34
1CRN Crambina 1.5 46 34
1EJG Crambina 05 46 33
1NTN*
1TGX (A Toxina gama 1.5 60 35
1F94 Bucandina 0.9 63 35
1QM7 Proteina quimérica 2.1 61 34
1KX1 (A Cytotoxina 24 62 32
THOJ(AY Cardiotoxina 1.9 60 32
1CDT{A)™ Cardiotoxina V4lll 25 60 32
1PCH
2HPR Hpr 20 87 45
1PTF Hpr 1.6 88 43
1MU4 (B)™ CRH 1.8 87 41
1FUQ (A)™" Hpr 46 19 a7 41
1MOA (A Selsno 1.8 87 38
2JEL FabHPR 25 85 36
1GPD Hpr 15 85 35
1CM2 His 15asp Hpr 1.8 85 35
1CM3 His 15asp Hpr 1.6 85 35
1PTX™
1NPL Neurotoxina TS1 1.1 61 43
1UHA
1UKL (Ay™* Importina beta 3.0 126 53
* Estructurs modelada sin los ltimos 6 residuos de carboxilo terminal.
= Estructura modelada sin los iltimos 7 residuos del carboxilo terminal.
** Cadena utilizada como patrén para el modelado.
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Tal como se aprecia en la tabla 1 cada elemento de la base de datos, cédigos PDB:
1BHP [Stec y col, 1995], INTN [Nickitenko y col, 1995], 1IPCH [Pieper y col, 1995],
1PTX [Housconjunto y col, 1994] y 1TUHA [Fujii y col, 2004], posee una serie de
estructuras cristalogrificas patrones para el modelado, resultantes de la bisqueda
BLAST-p. En general se acepta que mientras mayor sea el nimero de patrones
empleados en un modelado comparativo mejor sern los resultados obtenidos de este
modelo [Fiser & Sali, 2003]. Aun cuando este no fue el caso para todos los elementos de
la base de datos esto no resulté ser un problema ya que permitié estudiar distintos casos

de modelado (con uno o varios patrones).

VII.2 Definicién de un protocolo ad-hoc de dindmica molecular

Cada ECR de la base de datos fue sometida a un protocolo de DM particular (ver

materiales y métodos) con el objetivo de determinar la estabilidad estructural de las
proteinas de la base de datos y establecer si las energias de los sistemas estudiados
llegaban a valores estables dentro de los tiempos de simulacién disponibles de acuerdo a
nuestra infraestructura. Para ello se analizé las trayectorias estructurales via el cdlculo del
curso temporal de la RECR contra la estructura inicial y la derivada de la energfa total
con respecto al tiempo. Como se desprende de la figura 13 todas las proteinas de la base
de datos son relativamente estables, no sobrepasando los 3A 1la RMSD (Ca) en ninguno
de los casos. Tal como se aprecia en la figura 13B, en la cual se presenta la variacion en el
tiempo de la primera derivada de la energia total del sistema con respecto al tiempo para
todas las ECR de la base de datos, los valores energéticos para todas las simulaciones

tienden a estabilizarse en alrededor de los 6 ps de simulacion.
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®Curso temporal de la RMSD(Ca) contra la estructura inicial para Ias ECR de la base de datos
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Figura 13: DM para las ECR. Panel A, Curso temporal de la RMSD(C) de la ECR de la base de datos.

Panel B, dE/dt para los primeros pasos de la energia total a lo largo de la simulacion de DM para las ECR

de la base de datos todos los cristales de la base de datos (figura esquina inferior derecha, presentan el

grifico de dE/dt completo). ~ 1BHP, INTN, 1PCH,_ 1PTX,  1UHA. Nétese los incrementos

abruptos de energia al final de la etapa de minimizacion (paso 1000), reflejo del inicio de la etapa de DM.
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En la figura 13B puede observarse incrementos abruptos en la energia calculada al
inicio de la simulacién Con el objetivo de determinar la estabilidad energética con énfasis
en la primeras etapas de la DM, se estudié 3 distintos protocolos de dindmica molecular

para el sistema 1TUHA, dado que este es el que presenta mayor inestabilidad estructural

(RMSD):

«Protocolo 1: Condiciones esféricas de borde, minimizacién y relajacién en un solo

paso con todo el sistema completo,

«Protocolo 2: Condiciones periédicas de borde, PME [Darden y col, 1999],
minimizacién y relajacién del solvente més iones manteniendo la proteina fija, para

luego minimizar y relajar el sisterna completo con la proteina libre.

Protocolo 3: Condiciones esféricas de borde, minimizacién y minimizacién y
relajacién del solvente més iones manteniendo la proteina fija, para luego

minimizar y relajar el sistema completo con la proteina libre.

Como se aprecia en la figura 14, para los tres tipos de protocolos de DM se
observan incrementos abruptos en la energfa al inicio de la simulacién, sin embargo a los
pocos picosegundos transcurridos la energia tiende a estabilizarse, lo cual se ve reflejado
en el valor 0 de la derivada de la energfa total con respecto al tiempo. Para los protocolos
2y 3 se observan dos incrementos abruptos en la energia que pueden explicarse por las
caracteristicas de estos protocolos, ya que incorporan minimizacién energética y
relajacién por partes. Primero las moléculas de agua del sistema, manteniendo la
estructura protéica fija, y luego todo el sistema completo, es decir, proteina mis solvente.
La aparicién de dos incrementos abruptos de energia (ver figura 14 B y C) son reflejo

del inicio de cada simulacién de DM.
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Figura 14: Derivada de la energia total con respecto al tiempo (dE/dt) para distintos protocolos de DM utilizados
en el sistema 1TUHA.: Panel A protocolo 1, condiciones esféricas de borde, minimizacion y relajacién en un solo paso
con todo el sistema completo. Panel B, protocolo 2 condiciones periddicas de borde, PME, minimizacién y
relajacion del solvente més iones manteniendo la proteina fija, para luego minimizar y relajar el sistema completo con
la proteina libre; Panel C protocolo 3, condiciones esféricas de borde, minimizacion y relajacion del solvente mis
iones manteniendo la proteina fija, para luego minimizar y relajar el sistema completo con la proteina libre.
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Para complementar los andlisis energéticos se estudié la estabilidad estructural para
cada tipo de protocolo, a través del cilculo del curso temporal de la RMSD(Cu) respecto
a la estructura inicial para cada una de estas simulaciones. En la figura 15 se observa que
las estabilidades estructurales para los distintos protocolos de DM utilizados resultan ser

similares no sobrepasando la RMSD(Ca) en ninguno de los casos los 2.5 A.

Curso temporal de la RMSD{(Ca) contra la estructura inicial
para los distintos protocolos de DM para 1TUHA

—— Protocolo 1
— Protocolo 2
o ~  Protocolo 3 A

RMSD (A)

0 L | ! 1 1 | 1 | L

0 200 400 600 800 1000
tiempo (ps}

Figura 15: Curso temporal de la RMSD(Ca) para los tres protocolos de DM aplicados sobre las
estructura 1TUHA. __ Protocolo 1: condiciones esféricas de borde, minimizacién y relajacién en un solo
paso con todo el sistema completo; _ Protocolo 2: condiciones periédicas de borde, PME, minimizacién
v relajacién del solvente mis iones manteniendo la proteina fija, para luego minimizar y relajar el sistema
completo con la proteina libre;  Protocolo 3: condiciones esféricas de borde, minimizacién y relajacion
del solvente mis iones manteniendo la proteina fija, para luego minimizar y relajar el sistema completo

con la proteina libre.

Debido al comportamiento similar en la variacién energética y el curso temporal de
la RMSD(Ca) de la estructura 3D de la proteina 1TUHA en los tres protocolos de DM y
al menor costo computacional del protocolo 1, se decidié ocupar éste para todas las

simulaciones posteriores.




VII.3 Modelado comparativo

A partir de los alineamientos entre las estructuras primarias de cada una de las 5

proteinas de la base de datos y de sus respectivos patrones, se generé para cada ECR, un
un conjunto de 5 estructuras 3D (modelos comparativos),una estructura sin refinamiento
de lazos y cuatro con diferentes refinamientos de lazos (un total de 15 modelos
comparativos). Por otro lado, se intervino los alineamientos de cada ECR con sus
respectivos patrones agregando aperturas aleatorias (gaps). Este proceso se iterd siete
veces generando 7 alineamientos de estructuras primarias cada vez mis alejados de los
originales. Para cada uno de los alineamientos resultantes se gener6 5 estructuras 3D por
modelado comparativo, una estructura sin refinamiento de lazos y cuatro con diferentes

refinamientos de lazos (un total de 175 modelos comparativos). Cada modelo resultante

fue evaluado con Prosall, Anolea,y RECR.

A partir de los datos desplegados en la figura 16 se desprende que, a medida que
aumentan las aperturas aleatorias en los alineamientos, el porcentaje de identidad de
secuencia con respecto a la secuencia a modelar disminuye en la mayoria de los casos. Al
mismo tiempo, a medida que aumenta el nimero de iteraciones de intervencién en los
alineamientos, las evaluaciones de Prosall y Anolea para las estructuras empeoran

consistentemente en la mayoria de los casos, al igual que los RECR (medida directa de la

calidad de los modelos).
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Figura 16: Andlisis de los modelos generados en funcion de la iteracién en la intervencién de los alineamientos. A)
Porcentaje de identidad de secuencia entre patrones y secuencia a modelar; B) RECR; C) Energia combinada
calculada por Prosa 11 D) Energia no-local calculada por Anolea. M 1BHP, MINTN, ®1PCH, M1PTX, MIUHA
Las columnas representan el promedio y error tipico de cada cantidad calculado sobre las 5 estructuras 1 sin + 4 con
lazos optimizados.

V1I1.4 Simulaciones de diniamica molecular

Para cada estructura de la base de datos se simularon dos conjuntos de modelos, los

generados a partir de alineamientos no intervenidos y de alineamientos intervenidos. El
nimero de iteraciones de error para la evaluacién por DM fue escogido de acuerdo a los
valores de RECR a partir del anilisis de la figura 16B, se eligieron aquellos modelos en
donde existiese una diferencia apreciable con respecto a los modelos generados a partir
de alinecamientos no intervenidos. De esta forma para cada elemento de la base de datos
se incorporaron: 6 aperturas aleatoria para 1BHP y 1PCH; 7 aperturas aleatorias para
INTN y 1PTX; 3 aperturas aleatorias para 1UHA. En las figuras 17-21 se presentan los

los cursos temporales de la RMSD (Ca) respecto de la estructura inicial para cada

conjunto de modelos.




Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para modelos 1BHP
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Figura 17: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la ECR y ambos conjuntos de modelos
para 1BHP. A la izquierda y a la derecha se presentan alineamientos estructurales (representacién de estructura
secundaria) de los modelos y la ECR antes y después de las simulaciones de DM coloreados de acuerdo a identidad
estructural (escala de azul, mayor identidad estructural, a rojo, baja identidad estructural. __ECR,  Modelos 0
iteracién, _ Modelos intervenidos con 6 iteraciones. Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5
estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.
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Figura 18: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la. ECR y ambos conjuntos de modelos
para INTN. A la izquierda y a la derecha se presentan alineamientos estructurales (representacién de estructura
secundaria) de los modelos y la ECR antes y después de las simulaciones de DM coloreados de acuerdo a identidad
estructural (escala de azul, mayor identidad estructural, a rojo, baja identidad estructural. __ECR, _ Modelos 0

iteracién, __Modelos intervenidos con 7 iteraciones. Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5
estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.
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Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para modelos 1PCH
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Figura 19: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la. ECR y ambos conjuntos de modelos
para 1BHP. A la izquierda y a la derecha se presentan alineamientos estructurales (representacion de estructura
secundaria) de los modelos y la ECR antes y después de las simulaciones de DM coloreados de acuerdo a identidad
estructural (escala de azul, mayor identidad estructural, a rojo, baja identidad estructural. ___ECR, _ Modelos 0
iteracion, _Modelos intervenidos con 6 iteraciones. Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5
estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.
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Figura 20: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la ECR y ambos conjuntos de modelos
para 1PTX. A la izquierda y a la derecha se presentan alineamientos estructurales (representacién de estructura
secundaria) de los modelos y la ECR antes y después de las simulaciones de DM coloreados de acuerdo a identidad
estructural (escala de azul, mayor identidad estructural, a rojo, baja identidad estructural. _ ECR, _ Modelos 0

D —
iteracién, __Modelos intervenidos con 7 iteraciones. Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5
estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.
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Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para modelos TUHA
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Figura 20: Curso temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial para la ECR y ambos conjuntos de modelos
para 1TUHA. A la izquierda y a la derecha se presentan alineamientos estructurales (representacion de estructura
secundaria) de los modelos y la ECR antes y después de las simulaciones de DM coloreados de acuerdo a identidad
estructural (escala de azul, mayor identidad estructural, a rojo, baja identidad estructural. __ECR,  Modelos 0

iteracion,  Modelos intervenidos con 3 iteraciones. Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5

estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.

Es importante notar, observando las figuras 17-21, que sin importar el sistema
simulado, el curso temporal de la RMSD(C) contra la estructura inicial para cada uno

de los elementos de la base de datos y sus respectivos modelos presentan
comportamientos similares. Es decir, en todos los casos estudiados existe una clara
diferencia en la estabilidad estructural entre las estructuras cristalogrificas de referencia,
los modelos de alineamientos no intervenidos e intervenidos, siendo los cristales de
referencia mds estables que los modelos no intervenidos lo que a su vez son mds estables

que los modelos intervenidos.



VIL.5 Anilisis de modelos comparativos post dinimica molecular

Con el objetivo de estudiar los efectos de las simulaciones de dindmica molecular

sobre las evaluaciones de los modelos comparativos después de la DM se evalué la
energia de cada conformacién usando Prosall, Anolea y se calculé la RECR. Los

resultados de estas evaluaciones se presentan , en la figura 22.
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Figura 22: Anilisis de dinimica molecular para para la ECR, los modelos no intervenidos y los modelos con iteraciones
de intervencién en los alineamientos antes y después de las simulaciones de DM.

Panel A, energia combinada calculada por Prosa I1.

Panel B, energia no-local caleulada por Anolea.

Panel C, RECR.

W1BHP,EINTN, =1PCH, m1PTX, mIUHA.

DM: estructura salida de dindmica molecular.

Min: estructura minimizada energéticamente luego de simulacién de dindmica molecular.

0 it : modelo generado sin iteraciones de intervencién en el alineamiento.

n-it : modelo intervenido con n-iteraciones de intervencién en el alineamiento. 6 iteraciones de intervencién para
1BHP y 1PCH, 7 iteraciones de intervencion para INTN y 1PTX, 3 intervenciones para 1UHA.

Las columnas representan el promedio y error tipico de cada cantidad calculado sobre las 5 estructuras 1 sin + 4 con
lazos optimizados.




En la figura 22 se aprecia que las simulaciones de DM tienen los siguientes efectos
dependiendo del anilisis realizado: para los modelos no intervenidos las RECR
aumentan levemente y los valores de pseudoenergias conformacionales calculadas por
Prosall y Anolea no varfan luego de las DM existiendo un pequefio incremento en las
barras de error para ambos anilisis. Los modelos intervenidos presentan
comportamientos similares para las evaluaciones Prosall (aunque para el sistema INTN
hay claras diferencias luego de la DM) y las RECR, no obstante, para estos modelos los
valores de pseudoenergias conformacionales calculadas por Anolea cambian
dristicamente luego de las simulaciones de DM pasando de valores positivos a negativos
(evaluacién favorable). Cabe destacar que las estructuras de los cristales de referencia no

sufren cambios considerables en sus evaluaciones Prosall y Anolea después de las DM.

VIL.6 Divergencia estructural

Los alineamientos estructurales previos y posteriores a las simulaciones de

dindmica molecular para cada unos de los conjuntos de modelos y las estructuras
cristalogrificas (ver figuras 17 a la 21) indican que las estructuras simuladas tienden a
divergir estructuralmente a medida que son sometidas a simulaciones de DM. Con el
objetivo de estudiar este fenémeno se analizé la evolucién del RMSD(Ca) de cada
modelos contra la ECR a lo largo de toda la trayectoria (cada paso contra cada paso). Los
resultados de este andlisis se presentan en la figura 23. Como se observa en la figura 23
existen claras diferencias para ambos conjuntos de modelos, sin embargo el momento
exacto en dénde ocurre la divergencia estructural no se logra apreciar lo cual puede ser

debido a la resolucién temporal del anilisis.
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Figura 23: Divergencia estructural medida a través de RMSD(Ca) contra la ECR a lo largo de las simulacion de
dindmica molecular para cada uno de los conjuntos de modelos de los elementos de la base de datos:
Panel A, anilisis para modelos 1BHP, __ Modelos 0 iteracién de intervencion en el alineamiento ,  Modelos con 6
iteraciones de intervencién en el alineamiento;
Panel B, anilisis para modelos INTN, _ Modelos 0 iteracién de intervencion en el alineamiento, Modelos con 7
iteraciones de intervencion en el alineamiento;
Panel C, anilisis para modelos 1IPCH, _ Modelos 0 iteracién de intervencion en el alineamiento, _Modelos con 6
iteraciones de intervencién en el alineamiento ;
Panel D, anilisis para modelos 1PTX, _ Modelos 0 iteracién de intervencién en el alineamiento,  Modelos con 7
iteraciones de intervencion en el alineamiento;
Panel E, anilisis para modelos 1TUHA, _ Modelos 0 iteracion de intervencién en el alineamiento  Modelos con 7
iteraciones de intervencion en el alineamiento;
Cada punto representa el promedio y error tipico sobre las 5 estructuras 1 sin + 4 con lazos optimizados.
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RMSD (A)

V11.7 Modelado de la ubicuitina.

Con el propésito de validar la metodologia en un protocolo cldsico de modelado

molecular, se generé una serie de modelos comparativos a partir de patrones con distinta

identidad de secuencia con respecto a la secuencia a modelar (desde 26% hasta 57%) para

la estructura cristalogrifica de la ubicuitina, proteina de 76 residuos (cédigo pdb 1UBQ,)

[Vijay-Kumar y col, 1987] para luego ser sometidos a simulaciones de dindmica

molecular (ver seccién VIL.3). La estabilidad estructural de los distintos modelos fue

comparada con las evaluaciones de Prosall y Anolea, resultados que se presentan en la

figura 24.
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Figura 24: Evaluacién para modelos de
la ubicuitina provenientes de distintos
patrones:
Panel A, RMSD (Cua) de trayectoria
para la estructura cristalogrifica y los
mmodelos de la ubicuitina;
cristal ubicuitina (1UBQ) .
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2BNF (32% id).
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1TTN (26% id).
Panel B: Evaluacién de Prosall y
Anolea para la estructura cristalogrifica
y los modelos de la ubicuitina;
cristal: estructura cristalogrifica de la
ubicuitina 1UBQ.
2NVU: modelo de 1.36A de RMSD
(Ce) v/s 1TUBQ_, desarrollado a partir
del patron 2NVU (57% id).
2FAZ:modelo de 1.96A de RMSD
(Ca) v/s 1UBQ_, desarrollado a partir
del patrén 2FAZ (36% id).
2BNF modelo de 2.66A de RMSD
(Ca) vw/s 1UBQ_, desarrollado a partir
del patrén 2BNF (32% id).
1TTN modelo de 3.54A de RMSD
(Ca) v/s 1UBQ_, desarrollado a partir
del patrén 1TTN (26% id).
® evaluacién Prosall.
® evaluacién Anolea.
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Como se aprecia en la figura 24A, la estabilidad estructural media por el curso
temporal de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial a través de simulaciones de DM
permite diferenciar modelos comparativos desarrollados a partir de patrones con distinto
porcentaje de identidad de secuencia. Estos resultados son consistentes con las
evaluaciones Prosall y Anolea (figura 24B), sin embargo Prosall presenta valores
similares de pseudoenergia conformacionales sin importar el modelo evaluado. Anolea
logra una mejor resolucién entre los modelos pero, en particular para este caso, fallaen la
evaluacién del modelo generado a partir del patrén 2FAZ, ya que aunque este modelo
presenta RMSD (Cx) contra la estructura cristalogrifica de la ubicuitina mayor al
modelo generado a partir del patrén 2NVU, su psendoenergia conformacional es menor

(evaluacién favorable).
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VIII Discusion

VIII.1 Base de datos y definicion de un protocolo ad-hoc de dindmica
molecular

De acuerdo a los resultados de la figura 13 todas las estructuras de la base de datos
fueron sometidas a un protocolo de DM presentando simulaciones relativamente
estables. Con el propésito de estimar si el protocolo de DM utilizado es apropiado y no
genera artefactos en el sistema se probé dos protocolos alternativos de DM para la
estructura 1UHA. Tal como se aprecia en la figura 14, el andlisis de la variacion de la
energia total del sistema con respecto al tiempo (dE/dt) demostré que los incrementos
abruptos de la energfa son un reflejo del inicio de la DM ya que en esta etapa se sube
bruscamente la temperatura del sistema. Un protocolo en dénde se subiese la
temperatura en forma gradual no deberia presentar estos saltos abruptos de energia.De
este modo, se concluye que la metodologia de DM utilizada resulta adecuada y las
simulaciones de las estructuras cristalogrificas son estables, lo cual permitié definirlas

como comportamiento de referencia en los estudios posteriores.

VIII.2 Modelado comparativo

* Modelos provenientes de alineamientos no intevenidos :

El valor de RECR (diferencia estructural) de los modelos no intervenidos fue
diferente (figura 16), dependiendo de variados factores. En el caso de este estudio, la
identidad de secuencia no fue una variable fundamental en la calidad de los modelos
[Sali & Blundell, 1993] debido a que, intencionalmente, se trabajé para todos los

modelos en el intervalo de baja identidad de secuencia. No obstante los modelos
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obtenidos para 1BHP y 1PCH (ver figura 16) presentaron RECR del orden de 0.74,
considerados como modelos de alta precision [Baker & Sali, 2001](ver figura 2). Para
1PTX y INTN el proceso de modelado requirié quitar los residuos del extremo
carboxilo terminal de ambas estructuras, siendo el caso extremo 1UHA para la cual fue
necesario utilizar un patrén de mayor identidad de secuencia (53%, ver tabla 1) ya que
con patrones de menor identidad de secuencia fue imposible obtener modelos de calidad
razonable bajo el valor de RMSD. §i se analiza el elemento comun entre estas estructuras
se percibe que poseen lazos (loops) de una extensién apreciable, relativo a su tamafio,
siendo estas las regiones mds complejas de modelar [Hser y col, 2000]). Es importante
hacer la diferencia entre la definicién de lazo estructural, como la ausencia de una
estructura secundaria en particular y la definicién de lazo de MODELLER la que tiene
relacién con la ausencia de representacién estructural por parte de los patrones, es decir
las zonas de aperturas (gaps) en el alineamiento. Estructuralmente, 1BHP y 1PCH
presentan pocas regiones de lazos, ademds de haber sido modeladas a partir  de
estructuras cristalogrificas de alta resolucién (especialmente 1BHP) obteniendo modelos
de bajos RECR. Atn cuando la identidad de secuencia es la variable fundamental en el
modelado comparativo, cuando se trabaja en el dmbito de la baja identidad de secuencia,
la resolucién comienza a ser un factor fundamental en la calidad y precisién de los
modelos [Fiser & Sali, 2003]. Existe una proporcionalidad entre la estabilidad estructural
de los cristales estudiados y la calidad de los modelos generados para estas proteinas en
términos de RECR. Los lazos estructurales son la zonas mis complejas de modelar y 2l
mismo tiempo las regiones mds méviles en el contexto de una simulacién de DM [Post y
col, 1989], conduciendo a la idea que que mientras mds inestable sea la dindmica

molecular de una estructurada modelada, su modelado es menos confiable.
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Si bien las evaluaciones de las ECR presentan valores de pseudoenergias
conformacionales menores a los modelos, lo cual es esperable debido a que estos
evaluadores estin parametrizados a partir de estructuras cristalogrificas [Sippl, 1993,
Melo y col, 1997], estas son comparables y presentan valores negativos. En conjunto con
los cilculos de RECR, los cuales no sobrepasaron los 3A, y de acuerdo con la literatura

[Baker & Sali, 2001] los modelos desarrollados fueron catalogados como adecuados.

» Modelos provenientes de alineamientos intervenidos con n- iteraciones de insercicn de indel:

En la figura 29 se observa el efecto de la insercién de aperturas aleatorias (gaps) en
los alineamientos, en dénde la progresion de esta hace que las posiciones mds
conservadas en los alineamientos presenten menor definicién. Este mismo
comportamiento se observa cuando se alinean secuencias que presentan cada vez menor
porcentaje de identidad de secuencia y por lo tanto se hace menos probable que una
posicién en el alineamiento entre el patrén y la secuencia objetivo, efectivamente
corresponda a residuos homélogos. A nivel de plegamiento, esto equivale al uso de un
patrén que, si bien presenta el plegamiento arquetipico de la superfamilia, no refleja con

precisién la estructura del grupo filogenético mds cercano.

El error asociado al desarrollo de estos modelos viene dado por la insercién
aleatoria de aperturas (gaps) en los alineamientos. Con el incremento en la iteraciones de
error se observan ciertos fenémenos que ameritan un andlisis mis detallado. A diferencia
de lo que ocurre con los modelos no intervenidos, donde la resolucién de los patrones y la
presencia de lazos en su estructura juegan un papel fundamental, para estos sistemas la
identidad de secuencia empieza a ser un factor fundamental, como se observa en la figura

16A. El incremento en el error acarrea una disminucién progresiva en la similitud de
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caracteres, con ciertas excepciones que pueden ser explicadas por el caricter estocdstico
en la insercién de las aperturas, ya que que ciertas aperturas (gaps) caen en zonas que
pueden no tener efecto significativo sobre €l alineamiento (ej: zona de gaps) o incluso
mejorarlos (ver figuras 16 y 28). Es importante destacar que, mientras mds patrones se
hayan usado en el alineamiento, se observa una atenuacién del error introducido ya que

el efecto individual de una particular apertura en cada secuencia tiene menor impacto.

Para el programa MODELLER la definicién de lazo no estd asociada a la ausencia
de una estructura secundaria definida, sino que 2 la falta de representacién estructural de
una regién de la secuencia a modelar por parte del patrén, es decir, la zonas de aperturasl
(gaps) en el alineamiento[Sali & Blundell, 1993]. Es importante destacar que las
iteraciones de éstas tienen un efecto gravitante sobre la calidad de los modelos generados,
siendo la norma general el empeoramiento de las evaluaciones y aumento del RECR a
medida que se insertan aperturas al azar en los alineamientos. Tal como se aprecia en la
figura 16 la evaluacién Anolea resulta mds sensible al error aplicado que Prosall. Es
interesante notar el incremento progresivo en las barras de error a medida que aumenta el
mimero de iteraciones de intervencién en los alineamientos en forma independiente del
evaluador utilizado. El andlisis del protocolo de modelado, que incluye el método de
refinamiento de lazos, permite interpretar el comportamiento de  Prosall y Anolea, El
error asociado a estos modelos viene dado por la disminucion en la representatividad de
los patrones sobre la secuencia a modelar, es decir las aperturas cubren mayores zonas del
alineamiento, lo cual MODELLER considera como lazos. Esto implica que el modelado
de lazos cobra cada vez mis relevancia por lo que cada modelo va a tener una
conformacién de lazos particular y no necesariamente equivalente, resultando en la
dispersion en los valores de las pseudoenergias conformacionales calculadas por Prosall
y Anolea que explican este incremento progresivo en la barras de error (desviacién

estandar).
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VIII.3 Simulaciones de dindmica molecular para modelos comparativos

Es importante notar la diferencia entre estabilidad estructural y termodindmica. El
uso comun del término estabilidad, implica que un objeto, sistema o situacién permanece
invariable por un periodo de tiempo considerable. De este modo, se define la estabilidad
termodindmica como la entalpia o energia potencial de un sistema con respecto a un
estado de referencia, por ejemplo para una reaccién exotérmica se dice que los productos
son mds estables termodinimicamente que los reactantes. En cambio se entiende por
estabilidad estructural a la conservacién en el tiempo, de la conformacién de un

determinado sistema (en este caso proteinas) con respecto a sus condiciones iniciales.

*Efectos de las simulaciones de DM sobre los modelos provenientes de alineamientos no

intervenidos:

Las simulaciones de DM para los modelos desarrollados a partir de alineamientos
no intervenidos (0 iteraciones), para todas las estructuras cristalogrificas estudiadas,
presentan cursos temporales de la RMSD (Ca) contra la estructura inicial que no
sobrepasa el limite canénico de 3A (ver figuras 17 a la 21). Estos resultados son un
reflejo del campo de fuerza, funcién que esti parametrizada a partir de estructuras
determinadas experimentalmente [Ponder & Case, 2003]. Los modelos al ser una
aproximacién de la estructuras cristalogrificas tienden a mostrar un comportamiento
similar pero no necesariamente idéntico, entendiendo que mientras mejor sea la calidad

del modelo su comportamiento debe asemejarse mds al de la ECR.

41



Universidad de Chile, Facultad de Giencias , Escuela de pregrado

«Efectos de las simulaciones de DM sobre los modelos provenientes de alineamientos

intervenidos con n—iferaciones de insercién de indel:

Para el caso de los modelos generados con alineamientos intervenidos con
inserciones de aperturas aleatorias (nimero de iteraciones caracterfstico para cada
sisterna estudiado), las simulaciones de DM muestran una tendencia general a presentar
inestabilidad estructural existiendo una mayor dispersién en los valores observados (ver
figuras 17 a la 21). Hay una clara diferencia en la estabilidad estructural entre estos
modelos y los generados sin intervencién en los alineamientos, en particular para las

estructuras que fueron catalogadas como modelos de alta calidad, es decir RECR =
1A(ABHP y 1PCH) en los que esta diferencia es atin mds importante {ver figuras 17 y

19). A medida que la calidad de los modelos generados no intervenidos disminuye,
RECR = 2.5 A, la diferencia entre las curvas (figuras 17 a la 21) disminuye de manera

significativa.

«Efectos de la Dindmica molecular sobre la evaluacion de los modelos

Tal como se aprecia en la figura 22, las evaluaciones de las ECR pricticamente no
varian luego de las simulaciones de DM, no importando el evaluador utilizado (Prosall o
Anolea). Este comportamiento es similar al observado para los modelos generados sin
iteraciones de intervencién en los alineamientos, dénde no existen mayores diferencias
antes y después de las dindmicas moleculares salvo un leve aumento en la dispersién de
los datos, reflejo de la divergencia estructural de las trayectorias. Por el contrario la
estructuras construidas a partir de alineamientos con inserciones de aperturas aleatorias,
presentan un comportamiento particular en sus evaluaciones con Anolea luego de las

simulaciones de DM. El valor de la pseudoenergia conformacional decae
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dramaticamente, pasando de valores positivos a valores negativos, siendo que las ECR y
los modelos no intervenidos no sufren cambios en sus evaluaciones Anolea post-DM.
Estos resultados propondrian un efecto de refinamiento de los modelos por parte de la
DM (si se entiende que la parametrizacién de Anolea viene de la derivacién de
potenciales estadisticos de estructuras cristalinas). Sin embargo estos resultados se
contradicen con los valores de RECR presentados en la figura 22C en donde se observa
que los valores aumentan consistentemente luego de las simulaciones de DM,
implicando que los modelos no estin siendo refinados ya que divergen estructuralmente
de las ECR. Segiin sus autores, esta contradiccién es un caso particular cuando se trabaja
con proteinas de menos de 100 residuos[Melo y col, 1997], no obstante, las ECR y los
modelos generados sin iteracién de insercién de aperturas aleatorias son evaluados
adecuadamente antes y después de las DM, lo que el argumento anterior no explica.
Estos resultados de RECR son confirmados por Prosall, el cual no presenta variaciones
considerables en la evaluacién de los modelos con iteracién de intervencién en los
alineamientos luego de las simulaciones de DM, aunque si un aumento en la dispersién

de los datos.

*Divergencia Estructural

El cambio en los valores de la RECR de los modelos luego de ser sometidos a
simulaciones de DM reflejan la independencia de las trayectorias (ver figura 22 C). Los
alineamientos cstructurales antes y después de la simulaciones son otra evidencia de la
divergencia estructural (ver figuras 17 a las 21) que experimentan estos modelos al ser
sometidos a simulaciones de DM, en las cuales se perturban las condiciones iniciales del

sistema, entendiéndose por esto a la diferencia que existe entre la ECR, condicién
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normal, y lo modelos, condicién inicial perturbada [Braxenthaler y col 1997]. Mientras
mis similares sean los modelos, los valores de RECR a lo largo de la trayectoria, van a ser
menores que para los modelos desarrollados con intervencién en lo alineamientos. Seria
interesante realizar un andlisis cuantitativo de estos sistemas para poder determinar si se
comportan de manera cadtica, en particular el cilculo de exponentes y tiempos de
Lyapunov [Braxenthaler y col 1997] pueden ser buenas aproximaciones para realizar este

estudio.

*Modelado de la ubicuiting

Los resultados expresados en la figura 24, corroboran la utilidad de la DM dentro
del 4mbito de modelado comparativo, en particular la estabilidad estructural medida lo
largo de la trayectoria fue capaz de diferenciar modelos comparativos de la ubicuitina
provenientes de distintos patrones, lo cuales se diferenciaban en el porcentaje de
identidad de secuencia con respecto a la secuencia a modelar. Al mismo tiempo las
evaluaciones Prosall y Anolea no resultan adecuadas; Prosall presenta una muy baja
sensibilidad lo cual no permite diferenciar de forma clara los distintos modelos; Anolea
presenta una excesiva sensibilidad, sin embargo no es robusto y falla en ciertas

evaluaciones (en el caso estudiado, para el modelo proveniente del patrén 2FAZ).
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IX Conclusiones

i Con respecto al protocolo de DM utilizado: Los protocolos estudiados permiten
afirmar que lo realmente fundamental es minimizar y relajar el sistema por tiempos

adecuados para llegar a valores estables de energia.

II.  Acerca del modelado de proteinas en el dmbito de la baja identidad de secuencia:
En particular para las estructuras 1BHP y 1PCH se generaron modelos de altisima
precision, inclusive modelos obtenidos a partir de alineamientos intervenidos (1 a 5
iteraciones de error) no presentaron RECR superiores a los 3A, lo cual demuestra que es
posible utilizar protocolos de modelado comparativo bajo la barrera del 30% de identidad

se secuencia.

I1I.  Acerca de la estabilidad estructural de los modelos a lo largo de las simulaciones
de DM : Los modelos no intervenidos presentaron estabilidad estructural, similar a las
ECR. Por el contrario los modelos generados a partir de la intervencién de los
alineamientos con aperturas aleatorias presentan inestabilidad estructural siendo en su

mayoria discriminables de los modelos generados sin intervencién en los alineamientos

de ydelas ECR))

IV. Acerca de la calidad de los modelos y la DM: La estabilidad estructural relativa en
una simulacién de DM, (medida a través del curso de la RMSD contra la estructura
inicial ) puede ser considerada como una medida de la calidad de un modelo siempre y
cuando las condiciones del sistema bajo las cuales se realiza la simulacién sean las

adecuadas (nativas a la proteina estudiada).

45



{ Unfversidad de Chile, Facultad de Ciencias , Escucla de pregrado

V. Acerca de los evaluadores utilizados: Prosall presenta menos sensibilidad a la
iteracién de intervenci6n en los alineamientos (relativo a Anolea) pero es mis robusto,
por el contrarioc Anolea presenta una sensibilidad mucho mayor a la insercién de
aperturas aleatorias en los alineamientos, pero es menos robusto presentando un

comportamiento erratico frente a los efectos de la dinimica molecular.

VI. Acerca del modelado de la ubicuitina: Estos experimentos corroboran los resultados
anteriores, demostrando la utilidad de 1a DM en el 4mbito del modelado comparativo, ya
que las evaluaciones Prosall y Anolea no fueron ni lo consistentes ni  lo resolutivas

necesarias.

VII.  Acerca de la utilidad de la DM como evaluador: Operacionalmente, los
evaluadores cldsicos, son menos costosos que implementar una simulacién de DM y se
desempefian bastante bien cuando se modela en el d4mbito de la alta identidad de
secuencia, En particular para este trabajo las predicciones de Prosall y Anolea se
correlacionan con las evaluacién dindmica, es decir que modelos catalogados como
correctos, en su mayorfa, presentan trayectorias estructuralmente estables y viceversa. No
obstante ambos evaluadores presentan comportamientos erriticos y no proporcionan la
confiabilidad necesaria para poder discriminar entre estructuras correctas al nivel de

modelos generados en el dmbito de la baja de identidad de secuencia.

Seminario de Titulo : Uk vol para la dindmica molecular en el inodelady de macromoléculas bioligicas 46

L




Universidad de Chile, Facultad de Ciencias | Escuela di pregrado

VIII. Conclusion final:

Durante el transcurso de esta memoria se ha demostrado que la estabilidad
estructural calculada a partir de trayectorias de Dindmica Molecular permite diferenciar
modelos comparativos desarrollados a partir de alineamientos de alta y baja calidad. Esta
metodologia resulta relevante en el d4mbito del modelado comparativo de proteinas
pequefias en el intervalo de la baja identidad de secuencia dado que las herramientas
actuales de evaluacién requicren de un tipo de evaluacién independiente en este nivel de

modelado comparativo,
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X Material complementario

X.1 Dinamica molecular

*Texto extraido y modificado de los articulos “Molecular Dynamics” [Chipot, 2000] y “A molecular dynamics

primer” [Ercolessi, 1997].

La Dinamica Molecular es una técnica mecinico-estadistica para el andlisis de
sistenas moleculares a nivel atémico. Estd basada en mecénica estadistica y fisica clasica.
La DM ha sido utilizada en diversas dreas como ciencias de los materiales, climatologia y
biociencias  para sistemas de lipidos, 4cidos nucleicos y proteinas. La DM es la
integracién dependiente del tiempo de las ecuaciones clasicas de movimiento(figura 25).
Estas ecuaciones, hasta para los sistemas mds simples, son de tal complejidad que la
integracién debe hacerse con métodos numéricos sobre un gran nimero de discretos
pasos temporales, en vez realizarse de manera analitica en una forma continua. La
magnitud del paso de tiempo (timestep) estd en el rango de los fs, ya que esta
metodologia supone que por cada paso de tiempo las coordenadas del sistema estdn fijas.
Para cada paso de tiempo estas coordenadas “fijas” son usadas para calcular la Energia
Potencial del Sistema y su primera derivada (con respecto a la posicién de un

determinado atomo del sistema), la fuerza, utilizando un campo de fuerza de Mecdnica

Molecular.
. Figura 25: 1 segunda ley de Newton, 2 y 3 ecuaciones clisicas
. f n j de movimiento para la velocidad y posicién respectivamente.
a, — — n: tiempo n

m a, : aceleracion de la particula en n.

Uy =D a. At 2 fu : fuerza actuando sobre particula n.

At n ¥ G vy 2 velocidad de la particula en n.
1 5 Xq : posicion de la particula en n.
Xyl = X, + U, AF + —a, At 3 At: paso de tiempo (timestep)
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Una larga serie de estos cdlculos permite generar una trayectoria a través del
espacio fase, espacio de dimensién 6N (dénde N es el nimero total de 4dtomos del
sistema), definido por los tres vectores espaciales de la posicién de los dtomos y sus
velocidades. Normalmente los andlisis post-simulaciones se relacionan con el subespacio

de las posiciones atémicas (coordenadas) del espacio fase.

Un elemento importante dentro de la DM es el Grupo Termodindmico utilizado,
operacionalmente son las condiciones macroscépicas del sistema que uno mantiene
constante a lo largo de la simulacién, es importante destacar que para cada variable
macroscépica existen algoritmos especificos que permiten mantenerlas en valores
constantes. Un grupo termodindmico NVT implica que para el sistema estudiado se
mantiene el nimero de 4tomos, volumen y temperatura constante, existen variados
grupos que pueden ser utilizados de acuerdo a lo que uno desee estudiar como los son
grupos del tipo NPT (ntmero de dtomos, presién y temperatura constante), NVE
{(nimero de 4tomos, volumen y energfa total constante), NPE (nimero de dtomos,
presién y energia total constante) entre otros. En mecénica estadistica el grupo
termodindmico viene definido como el conjunto de microestados que representan un
mismo macroestado termodindmico, por lo que una trayectoria obtenida por una
simulacién de DM provee este conjunto de configuraciones (microestados). En el limite
de simulaciones muy largas, se puede esperar que el espacio fase fuese completamente
muestreado y en ese limite el promedio aritmético de alguna cantidad fisica va a llevar a
la obtencién de propiedades termodinamicas. En la prictica la duracién de una
simulacién es finita, por lo que hay que tener cuidado para estimar cuando el muestreo es
suficiente. De este modo las simulaciones de DM pueden ser usadas para medir

propiedades termodindmicas de un determinado sistema.
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:Que se deberia hacer en los bordes del sistema simulado? Una posibilidad es no
hacer nada en especial: el sistema simplemente termina, y los dtomos cercanos al borde o
frontera tendrin menos vecinos que los dtomos del interior. En otras palabras, se
generaran fenémenos de superficie en el sistema. Un ejemplo de este tipo de condiciones
de frontera es la condicién esférica de borde, en la cual las moléculas que estin en los
limites del sistema son sometidas a un potencial arménico manteniendo constante el
volumen del sistema. A menos que se quiera simular solo un conjunto de dtomos, esta
situacién no es representativa de una condicién real y por lo tanto los efectos de
superficie deben ser eliminados. En la préctica se usa las condiciones periédicas de borde,
que consisten en una replicacién hacia el infinito del grupo finito de particulas
confinadas en una caja, normalmente paralelepipeda, en las tres direcciones del espacio
cartesiano. El punto clave es que cada particula 7 del sistema no solo interactiia con otra
particula j de la caja sino que también con sus imdgenes en las cajas cercanas,
implicando que las interacciones pueden ir a través de los limites de las cajas, por lo que

virtualmente se han eliminado los efectos de superficie del sistema.
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Figura 26: imagen bidimensional de condiciones periddicas
de borde(pbc) figura extraida de Chipot , 2000.




La naturaleza pseudo-infinita del sistema implica la necesidad de aproximaciones
para las interacciones moleculares. En particular la aproximacién de la “imagen minima”
supone que cada particula i de la caja central interactie con la imagen mds cercana de
todas las particulas 7. Ademds la introduccién de una esfera de corte (mejor conocida
como funcién de cur-gff), se utiliza para ignorar interacciones con dtomos que estén mds
lejos que una distancia arbitraria, igual o menor a la mitad de la dimensién de la caja

periédica.

ungs

'R pai

Figura 27: Esfera de corte (funcién de cur-off) para las interacciones de largo
alcance, figura extraida de Chipot 2000.

Claramente la validez de estas aproximaciones estd condicionada al alcanze de las
interacciones moleculares consideradas. En particular para las interacciones
electrostiticas de largo alcance las funcione de cuz-off no son adecuadas, ya que este tipo
de interacciones no pueden ser truncadas de una manera esférica. Para superar esta

dificultad se utilizan métodos adaptados, que estin basados sobre sumas de red (Ewald,
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Kornfeld o Ladd), que consisten en una evaluacién de las interacciones de una particula
con todas las otras contenidas en la caja central, asi como en todas las cajas fantasmas
replicadas. Adoptar este tipo de enfoque, sin embargo, aumenta considerablemente el
costo computacional, pero es indispensable para una descripcién rigurosa y correcta de las

interacciones de largo alcance.

El motor de un programa de DM es el algoritmo de integracién numérica del
tiempo, requerido para integrar las ecuaciones de movimiento de las particulas que
interactdan en un determinado sistema y seguir sus trayectorias. Los algoritmos de
integracién numeérica estin basados en métodos diferenciales finitos, donde el tiempo es
dividido en intervalos pequefios, siendo el paso de tiempo (47) la distancia entre puntos
consecutivos de la grilla. Sabiendo las posiciones y sus derivadas en el tiempo en un
tiempo # (los detalles exactos dependen del tipo de algoritmo), el esquema de integracién
permite obtener los mismo valores a un tiempo # + 42 Iterando este proceso, la evolucién
en el tiempo del sistema puede ser seguida por largos tiempos. Obviamente estos
esquemas son aproximados por lo que hay errores asociados con ellos. En particular, se

puede distinguir entre dos tipos de errores:

» Errores de truncado: relacionados con la precisién de método diferencial finito,
Estos métodos estén usualmente basados en expansiones de Taylor truncadas en
alglin término, por lo que estos errores no dependen de la implementacién: son

intrinsecos del algoritmo.

» Errores de redondeo: errores relacionados a la implementacién particular de un
algoritmo.Por ejemplo el numero finito de digitos usados en la aritmética

computacional.
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Ambos errores pueden ser reducidos disminuyendo el az Para grandes 4z, los
errores de truncado predominan, pero disminuyen rédpidamente con la reduccién en la
magnitud del % Los errores de redondeo decrecen més lentamente con la disminucién

del Azy dominan en el limite de los A¢ pequefios.

En dindmica molecular las fuerzas son derivadas de una funcién de energia
potencial (¥ o mejor conocida como campo de fuerza) la cual depende las coordenadas
de las particulas. Entonces el problemas de modelar un determinado material viene dado
por la obtencién de esta funcién de energia potencial para ese material. jPara sistemas
moleculares puede existir tal funcién, como uno puede usar las leyes de Newton para
mover 4tomos, sabiendo que para ese nivel los dtomos obedecen a leyes cudnticas ? El
comportamiento de moléculas y 4tomos estd controlado por la leyes de la mecinica
cudntica mas que de la mecdnica clasica, por los que lo electrones juegan un papel
fundamental en determinar las propiedades de enlace del sistema. Lo anterior implica
que inequivocamente habré que usar con la ecuacién de Schrodinger para determinar el
valor de la funcién de onda, lo cual en la prictica es imposible de implementar por lo que
aproximaciones han sido desarrolladas. En 1923 Born y Oppenheimer se dieron cuenta
que los niicleos son muchos més pesados que lo electrones y que se mueven en escalas de
tiempo de dos érdenes de magnitud mayores, por lo que se puede disociar el movimiento
de ntcleos y electrones. Ademés considerando que en la mayorfa de los casos la longitud
de onda termal de de Broglie es mucho mis corta que las distancias intermoleculares
tipicas, los efectos cudnticos pueden ser descartados con seguridad. En definitiva la
aproximacién mecdnica describe a los 4dtomos como esferas (desligindose de los
electrones) con carga, en donde los enlaces son simulados como un potencial arménico

(en otras palabras un resorte).
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Un campo de fuerza (¥, CF) de mecanica molecular, se define como un operador
matemdtico que analiticamente describe la energia potencial del sistema en términos de
las geometrias de los centros atémicos (hamiltoniano del sistema). Los parimetro del CF
(distancia ideal de enlace, constante de fuerza del enlace,entre otros) son derivados
empiricamente de calculos aé initio de mecdnica cudntica, espectroscopia y cristalografia.
En la figura 28 se observa la forma funcional de un campo de fuerza con los grificos

idealizados para cada ecuacién que lo compone y sus aproximaciones mecdnicas

idealizadas. (figura 28).
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Figura 28: Forma general de una campo de fuerza; columna 1 funciones matemiticas de un CF; columna 2 grificos
idealizados para las funciones de un CF y la aproximacién de mecinica cldsica de los sistemas simulados.

F;: fuerza que actua sobre el dtomo # Fi: campo de fuerza o funcién de energia potencial; 77 posicién en el espacio
cartesiano del 4tomo §; £s: constante de fuerza para el enlace covalente; do: longitud de minima energia para el enlace
covalente; &;: longitud del enlace covalente; ke: constante de fuerza para el dngulo de enlace; B0 dngulo de enlace de
minima energia; 8: angulo de enlace; Ag:constante de barrera de rotacion; Q¢ dngulo dihedro de minima energia; 7:
periodo o fase del rotor; - dngulo dihedro; €;: minimo de energia entre dos dtomos para la interaccion de Van der
Waals; 7p,i7: distancia de minima energia entre los dtomos i.j para la interaccién de Van der Waals; 7, distancia entre
los dtomos i.j; €;: permisividad del espacio libre; ¢: carga parcial atémica.

Figura extraida y modificada de Chipot, 2000 y Beck & Dagget, 2004,
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La energia del enlace covalente es tratada como un oscilador arménico con un

minimo de energia en Zoy una constante de fuerza 4s. Los dngulos de enlace son tratados
de manera similar con un 4ngulo ideal 8, y una constante de fuerza %p. El tercer término,

usado para torsiones angulares dihedras o fuera del plano, es representado por un coseno
con # periodos con una energia minima en @, y una constante de barrera de rotacién .
La interaccién de la energia de Van der Waals del par atémico i y 7 es tratado con un
funcién Lennard-Jones 12/6. Las interacciones electrostiticas del par atémico iy j con
cargas parciales ¢;y ¢ respectivamente separados por una distancia 7;; es expresado con

un potencial de Coulomb.

En resumen la dindmica molecular es una herramienta que permite explorar a nivel
atémico el espacio fase de sistemas moleculares, permitiendo el cilculo de propiedades
termodindmicas, A diferencia de otras técnicas de simulacién como lo son montecarlo o
la mecinica molecular  también se pueden obtener propiedades que dependen
directamente de la evolucién del tiempo como lo son cilculos de radio de giro y
propiedades de correlacién espacio-tiempo. A pesar del poder de la DM hay que tener
claros sus limitaciones, al utilizar una aproximacién de mecdnica cldsica, para todo
sistema en donde los efectos cudnticos sean preponderantes la utilizacién de
herramientas clésicas de DM no va a ser la mis adecuada un ejemplo de esto es Ia
simulacién de sistemas lo suficientemente pequefios (y livianos) como hidrégeno helio o

neon.

Senrinario de Titule : U rol para la.dindmica molecalar en el modelad de macromoléculas bioljgécas 55




X.2 Ecuaciones
«RMSD

Es una sigla en inglés que significa desviacién cuadrada de las coordenadas medias
(Root Mean Square Deviation). Es usualmente usado en geometria 3D de moléculas para
comparar dos conformaciones de un determinado conjuntos de puntos, tipicamente
atomos. En otras palabras dada una lista de dtomos pareados, da la medida de la distancia

entre estos puntos.

Normalmente una superposicion rigida que minimiza el RMSD es realizada , y
este minimo es el valor calculado. Para dos conjuntos de » puntos vy w el RMSD se

define como:

1 n
RMSD(v,w) = - Z | i —w; ||2
i=1

TL
1 2 2 2

= - (v'i:n - u?fim) + (Uiy - way) i (Uiz - rw'.iz) '

\ n 4
1=1

Un valor de RMSD es expresado en medidas de distancia. La unidad que

normalmente se usa en biologia estructural es el angstrom, que equivale a 100 m.
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eAlgoritmo de integracién

En dindmica molecular, el algoritmo de integracién comtnmente usado es el
llamado algoritmo de Verlet. La idea bésica es escribir dos expansiones de Taylor para las
posiciones #(#) (3 valores de x cada dtomo) una hacia adelante y otra hacia atrds en el
tiempo. Llamando @ las velocidades, 4 a las aceleraciones, 4 a las derivadas de tercer

orden de x con respectoa ¢ y O error de truncado se tiene que:

z(t + Al) = z(t) + v(E)AL + %a(t)At‘? + %b(t)&ta + O(At4)

o(t — Af) = a(t) — w{t) At + Sa() A — %b(t)m +O(AH)

Sumando estas dos expresiones da:

o(t + At) = 2z(t) — z(t — AL) + a(t) At” + O(AL?)

Esta es la forma bésica del algoritmo de Verlet. Como se estin integrando las
ecuaciones de Newton, a(2) es la fuerza dividida por la masa m, y la fuerza fes a su vez
funcién de la posicién x(#):

1 /oV

=" \o

Como se puede ver, el error de truncado del algoritmo O, cuando el sistema

evoluciona por cada A7 estd en el orden de A7 incluso si la derivadas de tercer

orden no aparecen de forma explicita.
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«Funcién de densidad de probabilidad (PDFE)

En matemiticas, una funcién de densidad de probabilidad (pdf) es una funcién
que representa una distribucién de probabilidades en términos de integrales.
Formalmente una distribucién de probabilidad posee una densidad £st £ es una funcién

integrable no negativa delR — R tal que la probabilidad del intervalo [2,5] estd dada

fab f(z)dx

para dos valores cualesquiera ,4. Esto implica que la integral total para £ debe ser 1.

por.

Inversamente cualquier funcién integrable no negativa con valor integral total a 1, es la
densidad de probabilidad de una  distribucién de probabilidades. Una pdf puede
entenderse como una versién suavizada de un histograma: si se muestrean empiricamente
suficientes valores de una variable aleatoria continua, generando un histograma, entonces
este histograma se va a parecer a la densidad de probabilidad de la variable aleatoria. En
términos simples una pdf es cualquier funcién f{x) que describe la densidad de

probabilidad en términos de una variable de entrada « de la siguiente manera:

fix) = 0 para todos los valores de «. o0
flz)dx =1
— 0o

El 4rea total bajo el grifico es igual a 1:

La probabilidad finita puede se calculada calculando la integral de la funcién fx)

en el intervalo de la variable de entrada x. Por ejemplo la probabilidad de la variable X

2
dentro del intervalo [1,2] va a ser: Prob(l <X <L 2) = / f(a:)dw
1
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X.3 Lenguajes de programacioén.

Un lenguaje de programacion es una interfaz entre el usuario y la miquina. Existen

dos niveles de lenguajes, los llamados lenguajes de maquina (o asembler) caracteristicos de
cada tipo de mdquina (hardware) y por lo tanto muy dificiles de interpretar y los
llamados lenguajes de programacién de alto nivel que son una forma de especificar una
secuencia de operaciones para realizar una tarea, independiente del tipo de maquina en el
que se esté trabajando, una linea en programacién de alto nivel puede realizar
operaciones complejas, correspondientes a una infinidad de operaciones a nivel de

mdquina.

El compilador es una herramienta para convertir un programa escrito en lenguaje
de alto nivel en una secuencia de instrucciones en lenguaje de méiquina requeridos por un

computador en particular para completar la tarea requerida.

En la actualidad existen variados lenguajes de programacién de alto nivel que son

especificos para el tipo de tarea que se quiera realizar, por ejemplo lenguajes como
Fortran traduccién de férmula (formula translation) o C son ideales para cileulo
numérico, Perl lenguaje prictico de extraccion y reporte (practical extraction and report
language) esta  enfocado al manejo de texto. Otros lenguajes como Java y Tk estin

enfocados al desarrollo de programas grificos multiplataforma.

Para este trabajo se utilizaron dos lenguaje de programacién, la automatizacién de

procesos y manejo de textos se programé en Perl; todo el anilisis de las simulaciones fue
desarrollado con el lenguaje TCL, lenguaje de herramientas de comandos (#oo/ comand

language) ya que es el cédigo presente en el programa de andlisis molecular VMD. Es
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importante destacar que ambos lenguajes son interpretados, es decir que no necesitan
previa compilacién y generacion de un binario para su utilizacién, solo requieren ser
ejecutados. A continuacién, a modo de ejemplo se presentan algunos programas (scripts)
desarrollados en este trabajo, el conjunto completo de programas desarrollados se

depositaron en el anexo digital 1.

set molrome wog

mol new ${molname}.psf
mol oddfile ${molnome}.pchb

set cer [measure cenrter [otomselect top oll] weight moss]
set x1 [lindex Scen @]

set y1 [lindex Scen 1]

set 21 [lindex $cen 2]

set mox @

foreach stom [[otomselect top oll] get index] {
set pos [lindex [[atomselect top “index Sotom™] get {x y z}] @]
set x2 [lingex Spos @]
set y2 [lingex $pos 1]
set 22 [lingex Sgos 2]
set cist [expr pow((Sx2-Sx1)7(Sx2-$x1) « (Sy2-Sy1)*(Sy2-$y1) « (322-521)*(322-521),0.5)]

if {Sctst > Smax} {set mox Scist}
H
set max $mox®1.5
set rodio Smox
mol delete top

packoge require solvote
solvate S{molnome).psf Simclnome}.péb -t 49 -0 del_noter

resetosf

pockoge require psfgen
mol rew cel_woter.psf

mol pccfile cel_woter.pch
reacosf del_woter.osf
coorgoch cel_woter.pch

set wot [otomselect top “some resicue as {water ang ((x-Sx1)*(x-$x1) « (y-Syl)*(y-Sy1) « (2-321)*(z-$521))<(Smox"Sanx)}"]
set cel [atomselect top “woter ond rot same residue os {woter ond ((x-Sx1)*(x-$x1) + (y-Sy1)*(y-Sy1) + (2-321)°(z-321))<(Smox*$max)}"]
set seg [Sde1 get segic]
set res [Scel get resic]
set rome [Scel get nome]
for {set i @} {5. < [llength $seg]} {imcr i} {
delotom [lindex $seg 51] [lindex Sres §i] [lindex Srome $i]
}

writepsf §{m
writepdd S{mo

mol delete top

mol new 3{molname}

mol occdfile ${molnome} ws.pcd

set out [open S{molrome} (MRS.txt w]

puts -ronewline Sout "CENTER OF MASS OF SPHERE IS: [meosure center [otomselect top oll] seight moss] o™
puts -norewline Sout "RADIUS OF SPHERE IS: $mox”

mol delete top

Programa 1: Script de TCL que inserta una proteinas en una esfera de agua.
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#1/usr/bin/perl

if (SARGV[@] eq ""){
print "Usage of this script: [/path/to/alineamientos/]\n";
exit 1;

}

SARGV[@]=~s/\/$//;
@alineamientos=<3ARGV[@]/*.pir>;

foreach Spir (@alineamientos){

print "Spir\n";

open (PIR,"Spir");

$pir_name=$pir;

$pir_name=~s/.*\///;

open (OUT,">Spir_name");

$flag=1;

while (Slinea=<PIR>){

if ((3linea=~/A\>/)|1(8linea=~/As/)){
print OUT $linea;

}

if (Slinea=s~/A[A-Z\-]1/){
$largo=1length($linea);
$alea=int(rand($largo));
@sec=split(//,$lineqa);
undef $salida;
for (3i=0; $i<=S#sec; Si++){
if (Si==S%alea){
$salida="$salida\-";
$salida="$salida%$sec[$1]";
} else {

$salida="$salida$sec[$i]";

}

}
print OUT $salida;

}

if (Slineaa~/M\*/){
print OUT $linea;

}

}
close OUT;

}

Programa 2: Script de Perl que inserta gaps al azar en los alineamientos.
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1AB1 ﬁ? CCPSIVARSNFNVCRL!

1CRN TTCCPSIVARSNENVCRL ] 46 Alineamiento original
1CNR CCPSIVARSNFNVCRL EALCATYTGCIII 46 Id = 34.5%
1EJG TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTPEALCATYTGCIII 46
1BHP KSCCKSTLGRNCYNLCRARG-AQKLCANVCRCKL 45

ruler 1...... [ 1 SOPSPRFCIORINEN, . o SEpREpee 30wy
1AB1 TTCCPSIVA asurwcm,. TS ( :g T
1CNR : PEALCATYTGCIIISGATCE 46 A%
1EJG 17 5 GTP-EALCATYTGCIIIPGAT 46
1BHP 5 45

ruler
AABL 2 46 Neindel=2
1CRN 46 id=21.3%
1CNR T 46 -
1EJG F 46
1BHP KSCCKSTLGR-NCYNLCRARG-AQKLCANVC-RCKLTSGLSCPKDFPK 45

rular l..oeevead@iivine @ voiines b, IESRTERSCIRI o [ e R o

46

46 Noindel=3
46 id =16.3%

TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTF-EALCATY-TGCIII 46
1BHP KSCCKSTLGR-NCYNLCRARG-AQKLCA-NVC-RCKL 45
ruler 1..... PN |+ TP [ L |1 R
TYTC 46
5 .VA—R4NI’N'VCRLE‘L TPEAICATYTGCIIIE 46 N indel =4
IVARSNFNVCRLEGTPEALCATYTGCIIIEC p 46 = 17%
VARSNFNVCRLPGTP—EALCATY-TGCI-I IP—GAT 46
GR-NCYNLCRARG-AQKLCA--NVC-RCKLTSGLS 45

....... 1 TR | RSN | O | —"

1ABl1 TTCCFSIVA-RSNFNVCR-LPG-

I TCCPS IVA-RSNFNVCRLP
—CPSIVARSNFNVCRLFGTPEALCATYTGCIII-F
1BEJG TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTP-EAL-CATY-TGCI-IIP
1BHP KSCCKSTLGR-NCYNLCRARG-AQKLCA--NVC-RCKLTE

TSEAICATYTG~-CIIIPGATCPGDYAN 46
TPEAICATYTGCIIIPGATCPGD-YAN 46 N? indel =5
TCPG-DY-A-N 46 id = 14.2%
GATCPGDYAN 46

1ABL TTCCPSIVA-RSNFN-VCR- ~TSEAICATYTG-CIIIPGA
1CRN T---TCCPSIVA-RSNFNVCR EA-ICATYTGCIIIPGAT
IVARSNFNVCRLP GTPEALCATYTGCIII-PCATCP

PGDYAN 46

D-YAN 46 o
DY-A-N 46 a :"g';;’
P TGCI-IIP-GATCPGDYAN 46 ;
1BHP KSCCKSTLGR-NCYNLCRARG —m—th—-m.rc RCKLTSGLSCP-KDFPK 45

ruler 1....... b i ARUMIAPEIE B0 e 3 aiiaas ([ RS 50..

Figura 29: Alineamientos multiples de 1BHP y sus patrones no intervenidos e intervenidos con inserciones de indel al
azar via programacién en Perl. Se destaca que la insercion de indels es tanto para la secuencia objetivo como para las
secuencia patrones. Alineamiento original calculado con ClustalW.

Ne indel: nimero de inserciones al azar de gaps.

Id: porcentaje de identidad de secuencia promedio de cada patrén con respecto a IBHP.
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X.4 Presentacion en congreso.

Este trabajo fue presentando en la seccion de Paneles I de la XXIX Reunidn Anual

de la Sociedad de Bioguimica y Biologia Molecular de Chile, resumen publicado en la revista

Biological Research volumen 39 (suplemento B) pagina R-77, 2006.
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12. EVALUACION DE MODELOS COMPARATIVOS
USANDD  SIMULACIONES DE  DINAMICA
MOLECULAR. iAssesment of comparative models
using melecular dynamics simulations).

Gdrate, J. A. & Perez-Acle T.
Centro de Gendmica v Rininformatica iCGR), Facultad e
Ciencias Biologicas. P Umversidad Caldhon de Chale,

El modelamiento molecular de proteinas por métodas
comparativos. requicre de la existencia de herramientas
evaloadoras de lo calidad de los modelos generados.
Miluples herramientas actualmente disponibles permiten
la evaluacion de estos modelos, donde la certeza de la
evaluacidn depende directamente de la identidad de
sevuenvia. Datos provementes de muestro laboratono
demucstran gque modelos generados con baja identidad de
secuencia, son estables bajo protocolos de dindmica
molecular, a menos que se prodozean errares durante ol
alinenmiento waliple. Con el objetivo de generar unu
metodologia dinamica de evaluacion de modelos
comparatives s¢ generd una base de datos (BD) de
estructuras cristalograficas provenientes de PDR. Para
ol Ja BD se realizaron basquedas de patrones usundo
BLAST-P, siendo scleccionados aguellos cuya identidad
de sccuencia se ubicase entre 30% y 50%. Usando estos
patrones, s¢ pencraron una serie de modalos comparativos
orertos ¢ oaneorrectos. Estos dllimos fueron producidos

aperwures uleatoniny en los alincamientos, Los
modelos resultantes fueron cvaluados por diversas
herramientas, siendo sometidos a un protocolo de
Pinsmica Moleculin en solvente explicito v condiciones
esléneas de borde. Los modelos generados en lorma
errdnea presentaron altos RMSD = 3A) en relacion al los
cristales de referencia, v sus evaluaciones decaveron
significativamente respecto de lus inciales, demostrando
¢l poder de I evaluacion dindmica.

R-77

Ta comcentraciiom loval de K= (Brelulze v col 2003 3 Haug
y col., 2004). Se postula que la regaén cxtracelular de hdlo
modula la concentracion local de jones K-, En este sentido
se analizaron lax mutaciones DI26GN, EA290Q
DAZGNEAT9Q e la region exttacelulan del canal hdlo o
través del chleulo de perhi de energiu libre de unién (PME)
y de la densidad local de jones K'. Los resultados del
cdlculo de PMI v de mediciones electrofisiologicas de
conductancia moestan goe b wayor conttibucion
clectrostiticn esti dudn por ¢l residuo D326, muenirus gue
¢l residuo E229 no tiene ningun efecte en la conductancia
ni en las propiedades estructurales v enerpéticas del canal
De los resultados de la dinannca molecular se pusile
vonclur gue el residuo DE2S modula la concentracion focul
de jones K' on la regidn extracelular del canal,
Agradecimientos: Gonzdlez-Nilo I'. Fondecyt # 1040254
Latorre R Fondecyt # 1DI0DR 30

14, CAVIDAD INTRACELULAR DEL CANAL HSLO:
ANALISIS DEL PERFIL DE ENERGIA LIBRE DE
UNION DEL K' MEDIANTE SMD. (Intracellular hS/o
channels vestibule: Analysis of the hinding free enerpy
profile of the potassinm ion with SMD).

Vidal, M. ALY Saavedra G 'Y Uibina H *, Gonedtles W
Gonzilez-Nilo F.*, Carvachu 157 v Latorre R&

“Centro de Bioinformética, Universidad de Talea, 2 Norte
6RS, Talca. *Centro de Fstudios Cientificos, Av. Anuro
S, Valdivia v "Universidad Aunstral de Chile, Valdivia

La metodologia de Dindmica Molecular Dirigida (Steered
Molecular Dynamics, SMD) aplica vectores de fuerzas
externas dependientes del Biempo & une o mas dfamos en un
sistemit molecular. Simulaciones con SMD permiten
obiener ¢l perfil de energfa libre de un ion a lo largo de una
coordenada de reaccidn. Bl canal de potasio humano
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