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Dr. Carlos Alberto Brizuela Rodriguez

Director de Tesis

Actualmente, es mas facil determinar la secuencia de aminodcidos de una proteina
que la estructura de la misma, por lo que se intenta utilizar herramientas computacio-
nales que predigan la estructura a partir de la secuencia de aminodcidos. A esto se le
conoce como el problema de prediccion de estructuras de proteinas, el cual es uno de
los problemas sin resolver mas importantes en biologia molecular y biocomputacion.

El problema de prediccién de estructuras se puede dividir en varios subproblemas.
Uno de ellos es el problema de empaquetamiento de la cadena lateral en proteinas
(PSCPP, por sus siglas en inglés). Este problema consiste en determinar la confor-
macién de la proteina conociendo, ademés de la secuencia de aminoacidos, la confor-
macion de la columna vertebral de la misma.

En este trabajo se presenta un analisis experimental comparativo entre los métodos
SCWRL4 y OPUS-Rota, que a la fecha son los que presentan las soluciones con mejor
exactitud. Estos métodos se componen de tres elementos principales: un algoritmo
de optimizacion, una funcién de energia que se desea minimizar, y una biblioteca de
rotameros.

Para hacer la comparacién se propone un conjunto de casos de prueba con diferentes
criterios que aseguran la buena calidad de los modelos del conjunto y, poder asi, realizar
una comparacion justa. Uno de estos criterios estd relacionado con la clase de estructura
a la que pertenece la proteina siguiendo la clasificacion conocida como SCOP. Ademas se
relaciona el grupo al que pertenece cada proteina segin una clasificacion de propiedades
enziméticas de las mismas. Esta clasificacién se denomina EC (Enzyme Commission).

Los métodos mencionados se han probado con anterioridad en casos especificos, bajo
diferentes condiciones para cada algoritmo, por lo que es importante una comparacién
que permita evaluar el desempeno de ambos métodos en igualdad de circunstancias.

Los resultados experimentales muestran que ambos métodos tienen un desempeno
similar, tanto en calidad de soluciones como en tiempo de ejecuciéon. En ambos casos,
la calidad de la solucion es poco sensible al tipo de estructura segin la clasificacién
SCOP. Tampoco mostraron sensibilidad en funcién del grupo EC al que pertenecian las
proteinas. Sin embargo, ambos métodos se mostraron sensibles al tipo de aminoacido
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a predecir. En este sentido es mas facil predecir la estructura de aminoacidos como
fenilalanina e isoleucina que aminoacidos tales como serina y acido glutamico.

El método OPUS-Rota, el cual esta basado en recocido simulado, es mas flexible en el
sentido de que resulta facil incluir otras funciones de energia y bibliotecas de rotameros.
Por esto se proponen algunas ideas para el diseno de un método de prediccién de
estructura basado en este algoritmo de optimizacion.

Palabras Clave: Empaquetamiento de la cadena lateral, estructura de proteinas,
biblioteca de rotameros, plegamiento de proteinas, casos de prueba, SCOP, EC.
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ABSTRACT of the thesis presented by ROSARIO IVETTH CORONA DE LA
FUENTE, in partial fulfillment of the requirements of the MASTER OF SCIENCE
degree in COMPUTER SCIENCE. Ensenada, Baja California, december 2010.

COMPARATIVE ANALYSIS OF TWO HEURISTICS FOR THE
PROTEIN SIDE CHAIN PACKING PROBLEM

With the current technology it is easier to determine the amino acid sequence of a
protein than its structure, thus the importance of developing computational methods
and tools to predict the structure from the amino acid sequence. This prediction prob-
lem is known as the protein structure prediction and is one of the most important open
problems in molecular and computational biology.

The problem of structure prediction can be divided into several subproblems. One of
them is the protein side-chain packing problem (PSCPP), which consists in determining
the protein structure knowing the amino acid sequence, and the conformation of the
backbone.

We present a comparative experimental analysis of the methods SCWRL4 and
OPUS-Rota, which are to date, the ones with more accurate solutions. These methods
consist of three main components: an optimization algorithm, an energy function that
we want to minimize, and a rotamer library.

To make the comparison, a set of test instances is proposed based on different
criteria, to ensure good sampling of all known structures and to make a fair comparison.
One of these criteria is the class of structure to which it belongs, according to the
classification known as SCOP. Another criterion to classify the proteins is related to
the group to which each protein belongs according to the enzymatic properties it has.
This classification is reffered to as EC (Enzyme Commission).

The methods have been previously tested on specific instances, under different con-
ditions for each algorithm, therefore a comparison is important to evaluate the perfor-
mance of both methods under the same conditions.

The results show that both methods have similar performance, in the accuracy of
its solutions, and in the computation time. In both cases the quality of the solution
is not sensitive to neither the type of structure according to the SCOP nor to the EC
classification. However, both methods were sensitive to the type of amino acid. In
this sense it is easier to predict the structure of amino acids such as phenylalanine and
isoleucine than amino acids such as serine or glutamic acid.

The method OPUS-Rota, which is based on simulated annealing, is more flexible, in
the sense that it is easy to include in this algorithm other energy functions and rotamer
libraries. Thus, we propose some ideas for designing a structure prediction method
based on this optimization algorithm.
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Keywords: Side-chain packing, protein structure, rotamer library, protein folding, test
instances, SCOP, EC.
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Capitulo I

INTRODUCCION

I.1 Antecedentes y motivacion

La biocomputacién es un area interdisciplinaria que incorpora conocimientos de biolo-
gia, quimica, ciencias de la computacién, estadistica, termodinamica, entre otras, para
resolver problemas de biologia molecular. La biocomputacién tiene varios objetos de
estudio entre los que se encuentran el ADN (&cido desoxirribonucleico), el ARN (écido
ribonucleico) y las proteinas.

Se sabe que el ADN sirve para codificar la informacién genética de los organismos,
a través de regular el autoensamble de biomoléculas como las proteinas, que llevan a
cabo la mayoria de las funciones vitales.

Las proteinas son cadenas de aminoacidos, los cuales se pliegan en una conformacion
particular. Se sabe que la funcién que realiza la proteina esta altamente relacionada con
la estructura tridimensional, y a su vez, la estructura tridimensional de una proteina
depende principalmente de la secuencia de aminoacidos que la componen.

El proceso de secuenciar las proteinas es mas rapido que el de determinar su es-
tructura tridimensional. Se conocen mas de 11 millones de secuencias (uni, 2010b; Wu
et al., 2006), pero sélo 67,322 estructuras (rcs, 2010).

La estructura tridimensional de las proteinas se obtiene a través de métodos expe-
rimentales, de los cuales, los mas utilizados y ampliamente aceptados son el método de
cristalografia por rayos X (Gu y Bourne, 2009) y el método de resonancia magnética
nuclear (Gu y Bourne, 2009).

El proceso experimental para determinar la estructura tridimensional de las prote-
inas es complejo y laborioso, puede tomar desde semanas hasta anos generar un buen
modelo.

De ahi surge la necesidad de crear métodos computacionales que predigan la estruc-
tura tridimensional a partir de la secuencia de aminodcidos. A esto se le conoce como

el problema de prediccion de estructura.



La solucion al problema de prediccién de estructura servira para detectar enfer-
medades. Por ejemplo, si se presenta una mutaciéon en un gen, esto puede provocar
cambios en la secuencia de la proteina y modificar su funcién. Utilizando los métodos
computacionales se puede determinar si la mutacion ocasiona un cambio conformacio-
nal importante, que impacta su funcién y provoque una enfermedad, como es el caso
de la anemia de células falciformes (ver Seccién I1.1.1).

Otro problema importante relacionado es el de diseno de proteinas. Este es un
problema inverso al de la prediccion de estructura, y consiste en determinar la secuencia
de aminodcidos que generan un plegamiento deseado.

En el diseno de proteinas, se propone una estructura deseada, y se debe determinar
la secuencia que genera tal estructura. Una manera de tratar de resolver el problema
es proponer secuencias en forma iterativa y determinar la estructura de cada secuencia,
hasta conseguir la estructura deseada.

Por lo tanto se puede observar una clara relacién entre ambos problemas. El pro-
blema conocido como empaquetamiento de la cadena lateral de proteinas (PSCPP) se
aplica tanto en prediccion de estructura como en el diseno de proteinas. La idea prin-
cipal es utilizar las estructuras conocidas para predecir parte de la estructura de una
nueva secuencia, y posteriormente pasar por una fase de refinamiento utilizando entre
otras cosas, métodos que resuelven el PSCPP.

Muchas proteinas realizan sus funciones a través de atomos que quedan expuestos
en la superficie de la proteina y que son parte de la cadena lateral, por lo que predecir el
empaquetamiento de la cadena lateral es crucial para inferir la funcién de una proteina
a partir de la estructura. A este problema se le conoce como prediccién de funcién.

También existe lo que se conoce como rediseno de proteinas, esto consiste en
que se tiene una proteina, con secuencia, estructura y funciéon conocidas, las cuales
se desean modificar para: aumentar su termoestabilidad!, alterar la especificidad de
enlace, aumentar su actividad enzimaética, alterar la especificidad del sustrato, etc.

Las proteinas toman una conformacion llamada nativa bajo condiciones normales;
sin embargo, si la temperatura, presion, pH u otras variables del ambiente cambian, la
proteina puede cambiar su conformacién, y con ello su funcién.

Para los problemas mencionados (prediccién de estructura, disenio de proteinas,

1La termoestabilidad estd relacionada al intervalo de temperatura en el que puede existir una

proteina antes de perder su confomacién nativa.



prediccién de funcién y redisenio de proteinas) se necesitan métodos que resuelvan el
PSCPP.

El PSCPP se mapea a un problema de optimizacién combinatoria, y Akutsu (1997)
demostré que este problema pertenece a la clase NP-dificil, por lo que se han desarro-
llado varias de heuristicas que aproximan el PSCPP.

Los métodos actuales mas destacados son el SCWRL4 (Krivov et al., 2009) y el
OPUS-Rota (Lu et al., 2008b). Actualmente se desconoce cudl es mejor y una com-
paracion entre ambos aportaria informacion sobre cual método utilizar en casos es-
pecificos. Un aspecto fundamemtal para la realizacion de esta comparacion es la gene-
racion de casos de prueba. El trabajo aqui propuesto pretende llenar estos huecos.

A continuacién se presentan los objetivos de la presente investigacion.

I.2 Objetivos de la investigacién

I.2.1 Objetivo general

Determinar el desempeno relativo de los algoritmos conocidos como OPUS-Rota y

SCWRL4 cuando estos son aplicados a casos heterogéneos del PSCPP.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar si la clasificacion SCOP es un determinante para la calidad de las

soluciones de los métodos que aproximan el PSCPP.

e Determinar si la clasificacion EC es un determinante para la calidad de las solu-

ciones de los métodos que aproximan el PSCPP.

e Determinar si el tipo de aminoacido es un determinante para la calidad de las

soluciones de los métodos que aproximan el PSCPP.

e Determinar qué funcion es mejor para medir la calidad de las soluciones de los

métodos que aproximan el PSCPP.



I.3 Organizacion de la tesis

El presente trabajo se divide en las siguientes secciones:

En el Capitulo II se da una introduccion al tema de las proteinas, su composicion
quimica, estructura y funciones, y al banco de datos de las proteinas, en el cual se
almacenan las estructuras de las mismas.

En el Capitulo III se presenta el PSCPP, la discretizacién del problema, antecedentes
y medidas para determinar la calidad de las soluciones de los métodos que aproximan
el PSCPP.

En el Capitulo IV se proponen los casos de prueba y se presentan los experimentos
realizados para comparar los mejores métodos existentes.

En el Capitulo V se describen las conclusiones a las que se llegd, asi como propuestas
para la continuacién de este trabajo de investigacion.

En el Apéndice A se muestra las caracteristicas de un algoritmo simple basado en

la técnica de recocido simulado que aproxima el PSCPP.



Capitulo II

MARCO TEORICO

II.1 Biologia de las proteinas

El desarrollo de la tecnologia ha influido en el avance de muchas areas del conocimiento,
y la biologia no es la excepcién. Ademas, para el caso de la biologia, gracias a la tec-
nologia se han generado grandes cantidades de datos, los cuales, con ayuda de las cien-
cias de la computacion, se deben transformar en informacion 1til que genere conocimien-
tos para la biologia. El area transdisciplinaria que busca este fin es la biocomputacién.

La biocomputacién genera modelos que ayudan a predecir el comportamiento de
los sistemas bioldgicos. Estos modelos se pueden ser basar en datos y en propiedades
fisico-quimicas de las biomoléculas.

La biocomputacion es muy amplia y se puede ser dividir en diversas areas tal como se
muestra en la Figura 1. La biocomputacion se enfoca en el desarrollo de conocimientos,
principalmente para la biologia molecular. Las grandes areas de la biocomputacion son
gendmica, proteémica y biologia de sistemas.

La genomica es uno de los dominios méas importantes en biocomputacion, debido
a que el nimero de secuencias de ADN disponibles esta creciendo exponencialmente
(Larranaga et al., 2006) y en consecuencia estos datos necesitan procesarse para obtener
informacion 1util.

Si los genes contienen la informacién, las proteinas son los trabajadores que trans-
forman dicha informacién en vida. Las proteinas juegan un rol muy importante en el
proceso de la vida, y su estructura tridimensional (3D) es una caracteristica clave en
su funcién. En el dominio de la protedmica, las aplicaciones principales de métodos
computacionales son: prediccién de estructuras, prediccién de funciones y diseno de
proteinas. Las proteinas son macromoléculas muy complejas con miles de atomos y
enlaces. Por lo tanto, el nimero de posibles estructuras es muy grande. Esto hace
la prediccién de estructuras de proteinas un problema combinatorio muy complicado

donde se requiere el uso de técnicas de optimizacion.
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Figura 1. Areas de biocomputacién (Larranaga et al., 2006).



Tabla I. Los 20 aminoacidos estandar y sus cédigos.

Aminoacido Codigo de tres letras | Cédigo de una letra
Alanina ALA A
(Cisteina CYS C

Acido aspértico ASP D
Acido glutamico GLU E

Fenilalanina PHE F
Glicina GLY G
Histidina HIS H

Isoleucina ILE I
Lisina LYS K
Leucina LEU L
Metionina MET M

Asparagina ASN N
Prolina PRO P

Glutamina GLN Q
Arginina ARG R

Serina SER S
Treonina THR T
Valina VAL \Y

Triptéfano TRP W

Tirosina TYR Y

A continuacién se detallan un poco mas la composicién, estructura y funciones de

las proteinas, ya que son el objeto principal de estudio para esta investigacion.

I1.1.1 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas constituidas por cadenas de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos (Gu y Bourne, 2009), por lo que se les llama cadenas polipeptidicas.
En la Tabla I se muestran los nombres y codigos de los 20 aminoacidos estandar que
componen las proteinas, mientras que en la Figura 2 se muestra la estructura quimica

de los mismos junto con el codigo de tres letras.
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Figura 2. Aminodcidos que componen a las proteinas.
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Figura 3. Cddigo Genético.

Las proteinas se forman a partir de la informacion contenida en el ADN de los
organismos a través del proceso de transcripciéon-traduccion. Este proceso se lleva
a cabo de diferente manera segin el organismo en el que se realice; sin embargo, en
general, todos los organismos comparten el mismo cédigo genético. En el proceso de
transcripcidon-traduccion, de manera simplificada, se traduce un gen a una cadena de
ARN mensajero, el cual posteriormente, se lee en grupos de tres dcidos ribonucleicos
llamados codones para generar un aminoacido especifico que forma parte de la proteina
que se esta produciendo. La relacién entre codones y aminoacidos, i.e., codigo genético,
se muestra en la Figura 3. Se sabe que las bases de los acidos ribonucleicos son: uracilo
(U), citosina (C), adenina (A) y guanina (G), con los cuales, agrupados de tres en
tres, se pueden generar 4> = 64 diferentes aminodcidos; sin embargo, el cédigo estd

degenerado y produce sélo 20 aminoécidos.

Aminoacidos

Los 20 aminoacidos que componen a las proteinas tienen una estructura base comun,
pero difieren en sus cadenas laterales tal y como se indica en la Figura 4. Las cadenas
laterales son las que hacen diferentes a los aminoacidos y le proveen sus caracteristicas

quimicas.

En la Figura 4 se puede observar la estructura general de un aminoacido. La cadena
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Carbono-a

Grupo Amino Grupo Carboxilo

Cadena Lateral

Figura 4. Estrucutra general de un aminodcido

lateral no se especifica ya que varia de un tipo de aminoacido a otro. La columna verte-
bral de un aminodcido se compone de un grupo carboxilo (-COOH), de un grupo amino
(-NHj) y un atomo de carbono central denominado carbono-av (C*). La composicién
de la columna vertebral se mantiene en los 20 aminoécidos estandar.

Es dificil hacer una clasificacion tinica de los aminoacidos, por lo que se pueden hacer
distintas clasificaciones de acuerdo a diversos criterios. Por ejemplo, los aminoacidos
se pueden clasificar segiin sus caracteristicas quimicas como se muestra en la Figura 5.
Debido a que los aminodcidos tirosina (Y) y glicina (G) presentan propiedades quimicas
particulares, estos no se encuentran en la clasificacién aqui mostrada.

Estas propiedades quimicas son de gran importancia en el estudio de la prediccion
de estructuras, ya que hay teorias que indican que la propiedad quimica que tenga un
aminodacido genera cierta afinidad con su entorno, es decir, por estar en el centro o en

la superficie de la estructura tridimensional segin sea el medio que los rodea.

Atomos de las Proteinas

Los aminoacidos se componen principalmente de carbono (C), nitrégeno (N), oxigeno
(0), azufre (S) e hidrégeno (H). Los aminodcidos difieren entre ellos en su cadena
lateral, por lo que es necesario saber cudles y cuantos atomos tiene cada aminoacido.

Los atomos de la cadena lateral se etiquetan de acuerdo a la cercania que tienen respecto
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Figura 5. Clasificacion de los aminoacidos segtin sus propiedades quimicas.

al C%, y se etiquetan con las letras griegas (3, v, §, €, n y ¢, ademas, si hay dos dtomos
a la misma distancia, se etiquetan con ntimeros arabigos.

La lista de atomos pesados (C, N, O y S) por aminoédcido se presenta en la Tabla
IT. Como se puede observar en dicha tabla, todos los aminoécidos tienen cuatro atomos
en la columna vertebral; sin embargo, difieren en la cantidad de datomos de la cadena
lateral. El aminoacido con menos atomos en la cadena lateral es la glicina, con cero
atomos, mientras que el aminoacido con mas atomos es el triptofano con diez dtomos

pesados.

Niveles Estructurales de las Proteinas

Para estudiar a las proteinas se tienen diferentes niveles de estructuras. Van desde las
estructuras primarias hasta las quinarias, agregando complejidad en cada nivel.
La estructura mas basica es la estructura primaria, que se define por el con-

junto de enlaces covalentes de la proteina; por simplicidad, la estructura primaria se
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Tabla II. Los @minodcidos y sus atomos.

Aminoécido Atomos Atomos
Columna Vertebral Cadena Lateral

ALA N, O, C, C* cP
ARG N, O, C, C¥ ch, ¢, %, N, C", N4, N§
ASN N, O, C, C* c?, cv, 0f, N§
ASP N, O, C, C* ch, cv, 09, 03
cys N, O, C, C* ch, s
GLN N, O, C, C¥ ch, ¢, c?, 0f, N§
GLU N, O, C, C¥ cf, cv, c?, o5, 0
GLY N, O, C, C® —
HIS N, O, C, C¥ ch, 7, N§, ¢, cf, N§
ILE N, O, C, C® ch,cy, cy, ¢
LEU N, O, C, C* ch, ¢, g, cs
LYS N, O, C, C® ch, cv, cé, ce, N
MET N, O, C, C® ch, v, 8%, ce
PHE N, O, C, C¥ ch, o7, cf, cs, cg, s, e
PRO N, O, C, C¢ ch cr, ¢
SER N, O, C, C% ch, o7
THR N, O, C, C c?, 07, ¢
TRP N, O, C, C¥ ch, cv, cf, cs, Ng, s, C5, ¢l ¢, Cb
TYR N, O, C, C¥ ch, cv, cf, cg, cs, o5, Cn, o
VAL N, O, C, C® ch,cy, ol

puede definir por la cantidad y el 6rden de aminoédcidos que componen a una cadena
polipeptidica, es decir, la secuencia de aminoécidos. Conocer la estructura primaria de
las proteinas es importante para conocer la funcién de las mismas, asi como para el
estudio de enfermedades genéticas. Una proteina mal formada, con una estructura pri-
maria diferente a la normal, puede provocar que el funcionamiento de la proteina no sea
el adecuado o que su funcién no se realice y ocasionar asi trastornos en los organismos
que la generan (Gu y Bourne, 2009). Un ejemplo de esto es la enfermedad conocida
como anemia de células falciformes, que consiste en una simple mutacién (E6V!) en
las cadenas B de la misma, la cual produce un cambio en la conformacion global de la
hemoglobina. Esta enfermedad provoca eventualmente danos en los érganos, acortando
la esperanza de vida, 42 y 48 anos para hombres y mujeres, respectivamente (Platt
et al., 1994).

La estructura secundaria hace referencia a las estructuras hélices a y hojas 3 que

1La hemoglobina consiste de cuatro cadenas, dos cadenas A y dos cadenas B. En la posicién 6 de las
cadenas B de una hemoglobina normal estd un dcido glutdmico (E), pero la mutacién E6V significa que

este residuo cambia por una valina (V), generando un cambio en la conformacién de la hemoglobina.
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Figura 6. Estructuras secundarias de las proteinas. (a) y (b) Diagrama de los residuos 40-59
de la proteina 1A3C que tienen una conformacién de hélice, usando el modelo “cartoon”
y “sticks” respectivamente con ayuda del programa “PyMol". (c) y (d) Diagrama de los
residuos 3-9, 160-166 y 173-179 de la proteina 1A3C que tienen una conformacién de hoja,
usando el modelo “cartoon” y “sticks” respectivamente con ayuda del programa “PyMol".

definen algunas zonas de la columna vertebral de la proteina. En la Figura 6 se muestra
un diagrama con la ejemplificacion de las estructuras secundarias de una proteina.

La estructura terciaria se define por la estructura tridimensional global de la
cadena polipeptidica. Este nivel estructural es el de interés para el presente proyecto
de investigacion. La manera en la que se pliegan las proteinas varia segin el medio en
el que éstas se encuentren; la conformaciéon de mayor importancia es la que toma en
su estado natural, es decir, en solucién acuosa, donde se encuentra en el organismo y
donde realiza sus funciones.

Los niveles estructurales mas complejos, las estructuras cuaternarias y quinarias,



14

Susmﬁo Pro ductos
Enzima Enzima-Sustrato

E+S ————— ES E+P

Figura 7. Ejemplo de proteina con funcién enzimgtica (Leja, 2010).

incorporan informacién de la interaccién de varias cadenas polipeptidicas, ya que en

ocasiones, una funcién la realizan mas de una cadena a la vez.

Funciones de las Proteinas

Las proteinas intervienen en las funciones vitales de los organismos vivos. Las fun-
ciones se pueden categorizar en (Jensen et al., 2002): defensa, reserva, hormonal, trans-
porte, movimiento, reguladora, estructural, enzimatica, traduccién y reconocimiento de
senales.

Una proteina puede tener mas de una funcién, y se cree que las funciones estan
intimamente relacionadas con la estructura terciaria de la misma. En la Figura 7 se
muestra un diagrama de una proteina con funcién enzimatica, donde su funcion la
lleva a cabo mediante el uso de cavidades generadas por un plegamiento especifico.
La funcién de las enzimas es la de romper o crear enlaces quimicos. Si hablamos de
una enzima cuya funciéon es romper enlaces, la reaccion procede del estado “E+4S” al
estado “E4+P”. En esta reaccién, el sustrato llega a la enzima, y ésta rompe los enlaces

liberando dos o mas productos.
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Figura 8. Angulos de Torsién de la Cadena Principal.

I1.1.2 Angulos de torsion

Angulos de Torsion de la Columna Vertebral

Como se dijo anteriormente, una proteina es una cadena de aminoacidos, los cuales, al
unirse unos con otros, liberan una molécula de agua, por lo que queda solamente un
atomo de nitréogeno, uno de oxigeno, y dos de carbono en la cadena principal. El atomo
de carbono unido a la cadena lateral se denomina carbono-ar (C*), mientras que el otro
se le puede etiquetar como el carbono C’ o simplemente C. En la Figura 8 se muestra,
de manera simplificada, el i-ésimo aminoacido de una proteina cualquiera, junto con
los aminoacidos i — 1 e @ + 1.

La proteina es un objeto geométrico, el cual se representa con las coordenadas de los
atomos que la componen; si la proteina se somete a traslacion o rotacion, la estructura
global no sufre cambios pero las coordenadas si. Por lo tanto, se puede representar
también por los angulos de torsion que se forman con los dtomos, y estos angulos no se
ven afectados por rotacion ni traslacion.

Un angulo de torsién se forma por cuatro puntos en el espacio (i, j, k y [ € R3) que
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Figura 9. Angulo de torsién de los planos formados por los puntos ¢, j, ky l. Los puntos
i, j, k definen el plano Ay los puntos j, k, [ el plano B. ¢, es el angulo entre la normal
al plano A n4 y la normal al plano B np.

representan a las coordenadas z,y, z de los cuatro dtomos (ver Figura 9). Los puntos
estan relacionados por pares ((i,7), (,k), (k,1)). Los puntos i, j y k definen al plano
A, y los puntos j, k y [ definen al plano B. Una manera de calcular el dngulo de torsiéon
¢;;, entre los planos A y B es mediante los vectores normales unitarios n4 y np a los

planos A y B, respectivamente (Ecuacién 1).

Piji = o ((na) - (np)) (1)
Sean by = j — i, bp =k — j y b3 = [ — k, entonces el dngulo de torsién (p,;;,) de los

atomos 1, 7, k y [ se define también por la Ecuacién 2.

Piny = tany " (|ba|by - [by x bs], [by X bo] - [by X bs]) (2)

La funcién tany '(-,-) se define como:
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( tan™" [4] - sgn(y) x>0,y #0
5 - sgn(y) =0,y #0
ity = | (7 Do) 2 <00 o
0 x>0,y=0
indefinido r=0,y=0
[ 7 r<0,y=0

En la Figura 8 se muestran los angulos de la columna vertebral, indicados en el
enlace donde se genera el angulo de torsion. Los angulos de torsion de la columna
vertebral son tres por aminodcido (con excepcién de los aminodcidos inicial y final), los
cuales se listan a continuacién para el i-ésimo residuo junto con los atomos que forman

el angulo indicado.
o ¢ C1-N;-C-C
o ;s N, - C¢-C; - Ny
o w;: CF - C7 - Ny - Gy

Ademas de estos angulos, las cadenas laterales también forman angulos de torsién,
los cuales son los que definen el empaquetamiento. A continuacion se describen los

angulos de torsion de la cadena lateral.

Angulos de Torsién de la Cadena Lateral

En esta seccion se describen los angulos de torsion de la cadena lateral. Para ello, se
utiliza el ejemplo del dcido aspértico (ASP). El ASP, debido a su longitud, tiene sélo
dos angulos de torsiéon en su cadena lateral, que son los angulos x; y x,. La relacién

de la cantidad de angulos por residuo se muestra en la Tabla III.
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Tabla Ill. Cantidad de angulos de torsién de la cadena lateral por aminodcido.

Aminoacido
ALA
ARG
ASN
ASP
CYS
GLN
GLU
GLY

HIS
ILE
LEU
LYS
MET
PHE
PRO
SER
THR
TRP
TYR
VAL

=
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ot
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X

A

Figura 10. Angulos de torsién del ASP. El diagrama sigue el estandar de colores de los
atomos (azul = nitrégeno, rojo = oxigeno).

En la Figura 10 se muestra el ejemplo del acido aspartico, en el cual, los angulos x;
¥ X se calculan con los dtomos N - C* - C# - C7 y C* - CP - C7 - 09, respectivamente.
La relacion general para cada uno de los dngulos de torsién de la cadena lateral es

la siguiente:
o \;: N-C*-CP-X]

o xy Co-CP-X]-XS
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o xyi OF-X]-XP- X
o xo X7 -X7-X{-X{
o\ XJ-XS-XV-X!

donde N y C% son atomos de la cadena principal, y los demés son dtomos de la cadena
lateral. Debido a que los aminoacidos difieren entre ellos en la cadena lateral, los angulos
de torsién de la cadena lateral se calculan segiin el aminoacido del cual se esté tratando.
Como se puede ver en la Tabla II, todos los aminoacidos inician su cadena lateral con
el CP por lo que en la definicién de los angulos x;, X v X3 se utiliza explicitamente al
(P para indicar al 4tomo que le sigue al C®. Por el contrario, después del C? pueden
ir diferentes tipos de atomos (N, O o C), por lo que en la definicién de los dngulos de
torsién se indican como X] para indicar que es el primer atomo que le sigue al C®. De
la misma manera se utiliza la nomenclatura de X¢, X¢, X7 y X! para indicar que son
los dtomos subsecuentes.

Se puede ver en el ejemplo del acido aspértico, que de la definicién general de los
angulos de torsion, se reemplazé a X] por el primer dtomo v del aminodcido, que es el
(7, y de la misma manera, se reemplazé a X¢ como el primer dtomo que le sigue a X7,
que en este caso es OF.

Para el presente problema se necesita, ademds, obtener las coordenadas de atomos
a partir de los angulos de torsién. El prodecimiento para realizar esto se describe en la

Seccién A.1.5.

I1.1.3 PDB (Protein Data Bank)

Como una iniciativa para almacenar las estructuras de las proteinas, surgié el PDB

(Bernstein et al., 1978). En esta seccién se explica el formato de los archivos que
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almacenan las estructuras en este banco de datos.

El PDB es un sistema que sirve para almacenar y mantener las estructuras de biomo-
léculas como proteinas, ADN y ARN. Las estructuras se obtienen a través de métodos
experimentales y se reportan en archivos de texto que tienen un formato especifico (el
formato PDB).

A través de los anos el formato PDB ha sufrido modificaciones, esto debido a que
en un inicio no se consideraron aspectos que surgieron con el tiempo, como incluir los
datos de los métodos experimentales, la estructura secundaria, clasificacion, etc.

Los archivos PDB tienen errores y por ello se tiene que ser cuidadoso con su uso. Se
han registrado errores graves en estructuras reportadas (Gu y Bourne, 2009), y se estd
trabajando en depurar el PDB; sin embargo, la tarea de verificacion puede llegar a ser
igual de lenta que el mismo proceso de determinar la estructura terciaria nuevamente.

Para reportar una estructura en el PDB, los autores le asignan un identificador
de cuatro caracteres, donde el primero es un digito (1-9) y los demds caracteres son
alfanuméricos. Este identificador (PDB ID) es tinico, es decir, dos estructuras diferentes
no pueden tener el mismo PDB ID. Sin embargo, se da el caso que para una misma
proteina se hayan generado diferentes estructuras experimentalmente, generadas tal
vez por diferentes autores, o bajo diferentes condiciones (una enzima con ligando y sin
ligando); entonces una misma proteina puede tener més de una estructura reportada,
y tendra entonces un PDB ID por cada una de ellas.

Otro aspecto interesante es que las proteinas se pueden fraccionar para su estudio, y
un archivo PDB puede ser sélo una seccion de la proteina completa, o por el contrario,
un archivo PDB puede contar con mas de una proteina o més de una cadena. Se le
llama cadena a una secuencia ininterrumpida de aminoacidos en donde sélo hay una

terminal N y una terminal C. Un archivo PDB puede contar con mas de una cadena.
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Es comin que con los métodos experimentales no se pueda determinar la posicion
de algunos residuos, esto se debe a varios factores como flexibilidad de la proteina,
o problemas con los experimentos. Por lo tanto, se pueden encontrar archivos PDB
que tengan residuos faltantes, los cuales se pueden identificar de varias maneras. Una
forma de identificar los residuos faltantes es a través del campo REMARK 456 donde el
autor anota los residuos faltantes de la estructura reportada, aunque este campo no es
obligatorio para los autores. Otra forma es comparando el identificador de secuencia
de los residuos; sin embargo, esto tampoco es tan confiable, ya que el identificador de
secuencia de los residuos no es necesariamente contiguo. La manera mas confiable para
determinar si hay residuos faltantes, es calcular la distancia entre el atomo C del i-ésimo
residuo y el dtomo N del siguiente residuo, y compararlo con los valores promedio del
enlace peptidico. Si esta distancia estd lejos del promedio, entonces existen residuos
faltantes.

Los archivos PDB cuentan con diversa informacién de la proteina reportada asi
como datos que se usaron en los experimentos para obtener la estructura. En especial,

para la presente investigacién los campos de mayor importancia son los siguientes.

Secuencia de aminodacidos (SEQRES)

A pesar de que existe otra base de datos para las secuencias de aminoacidos de las
proteinas, en los archivos PDB se reporta la secuencia de aminoacidos para cada una
de las cadenas del archivo. A través de la secuencia es como se puede determinar si
existe mas de un PDB ID para la misma proteina.

En la Tabla IV se muestra el formato que siguen los registros de las secuencias de
aminodacidos en un archivo PDB. En la Figura 11 se muestra un extracto del archivo

PDB cuyo PDB ID es 1A6F, la cual muestra registros de las secuencias de aminoécidos,



Tabla IV. Formato PDB para el registro de la secuecia de aminoacidos.

ASH
VAL
FRC
LYS
ARG
LEU
ALR
GLH
SER

Columnas | Contenido

1-6 SEQRES

9-10 Numero serial del registro SEQRES para la cadena actual

12 Identificador de la cadena

14-17 Numero de residuos en esta cadena

20-22 Nombre del residuo

24-26 Nombre del residuo

68-70 Nombre del residuo
1234567809012345678001234567809012345678090123456789012345678901234567890
SEQRES 1 L 119 MET ALL HIS LEU LYS LYS ARG LSN LREG LET LYS LYS
SEQRES 2 A 119 GLU ASP PHEE GLM LYS VAL PHE LYS HIS GLY THR SER
SEQRES 3 A 119 ALL ASW ARG GLN PHE VAL LEU TYR THR LEU ASF GLH
SEQRES 4 A 119 GLU ASN ASP GLU LEU ARG VAL GLY LEU SER VAL SER
SEQRES 5 A 118 LY¥YS ILE GLY ASN LLL VAL MET ARG LSN ARG ILE LYS
SEQRES § L 119 1EU ILE LRG GLN ALR PHE LEU GLU GLU LYS GLU LEG
SEQRES 7 B 119 LYS GLU LYS ASP TYR ILE ILE ILE RLL ARG LYS ERO
SEQRES & L 119 SER GLN LEU THR TYR GLU GLU THR LYS LYS SER LEU
SEQRES 9 L 119 HIS5 LEU PHE LRG LYS SER SER LEU TYR LYS LYS SER
SEQRES 10 A 119 SER LYS

Figura 11. Ejemplo de registros de secuencia de aminodcidos.

y se incluye una numeraciéon para las columnas.

Coordenadas de Atomos (ATOM)

22

La informacion méas importante de los archivos PDB son las coordenadas de los atomos.

Las coordenadas de los dtomos estén dadas como coordendas ortogonales (z,y, z), v la

magnitud estd dada en Angstroms (A)?. La informacién de las coordenadas de un

atomo estd dada en un registro (renglén) del archivo. En la Tabla V se muestra el

formato que siguen los registros de los atomos en un archivo PDB. En la Figura 12 se

muestra un extracto del archivo PDB cuyo PDB ID es 1AGF, la cual muestra registros

21 A=1x10710m
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Tabla V. Formato PDB para el registro de las coordenadas de los dtomos.

Columnas | Contenido

1-4 ATOM

7-11 Numero serial del atomo

13-16 Nombre del atomo

17 Indicador de ubicacion alternativa
18-20 Nombre del residuo

22 Identificador de la cadena

23-26 Numero secuencial del residuo

27 Cédigo para insercion de residuos
31-38 X

39-46 Y

47-54 7

55-60 Ocupacion

61-66 Factor de Temperatura

T7-78 Simbolo del Elemento (Justificado a la derecha)
79-80 Carga en el atomo

de coordenadas de atomos, en el cual se incluye una numeracion para las columnas.

En la mayoria de los archivos PDB se reportan sélo las coordenadas de los atomos
pesados (C, O, N, S), aunque algunos reportan también las coordenadas de los dtomos
de hidrégeno. También hay estructuras que reportan tinicamente las coordenadas del
C,, pero esto es cada vez menos comun.

En las columnas 55-60 y 61-66 del registro ATOM se indica la ocupacion y el factor
de temperatura respectivamemte.

La ocupacion de un atomo es regularmente 1.00 y significa que las cordenadas
del dtomo indicadas en ese registro (renglén) son unicas; sin embargo, se pueden tener
varios registros (coordenadas) para un mismo atomo, y la ocupacién estara distribuida

entre todos los registros del mismo atomo, de tal manera que la suma de las ocupancias
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1234567890123456789012345678901234567890123456078901234567890123456

ATOM 1 N ALA B 2 -4.380 57.812 -6.150 1.00 51.31
ATCHM & CA A4LR & 2 -5.334 58.%23 -6.353 1.00 51.8%9
ATCM 3 C ALL A 2 -&8.776 g.41% -g8.577 1.00 52.43
ATOM 1 O ALZ & 2 -T7.706 58.8935 -5.%63 1.00 53.24
ATOM 5 CB AL& B 2 -4.891 59.859% -7.479 1.00 50.23
ATOM 6 N HIS & 3 -6.962 57.400 -7.415 1.00 52.47
ATCHM T CA HIS & 3 -8.303 56.848 -7.667 1.00 51.84
ATCM g C HIS & 3 -8.537 55.483 -6.8982 1.00 51.33
ATOM 3 © HIS & 3 -7.583 54.818 -6.608 1.00 51.33
ATOM 10 CB HIS & 3 -3.542 56.737 -3.16% 1.00 50.&67
ATCHM 11 CG HIS & 3 -8.407 58.041 -5.876 1.00 51.74
ATCHM 12 HNWD1 HIS & 3 -9.425 58.%56 -10.005% 1.00 52.15
ATOM 13 CD2 HIS & 3 -7.311 58.638 -10.400 1.00 52.5%9
ATOM 14 CE1 HIS & 3 -8.936 60.057 -10.573 1.00 52.68
ATOM 15 HNEZ2 HIS & 3 -7.651 59.918 -10.835% 1.00 54.78

Figura 12. Ejemplo de registros de coordenadas de atomos.

de todos los registros del mismo atomo sea uno. Si se tiene que seleccionar un conjunto
de coordenadas para representar al atomo, se toma el que tenga mayor ocupacion.

Este dato se obtiene experimentalmente y se relaciona con moleculas que pueden
presentar consistentemente varias conformaciones. Por ejemplo, las porciones de la
proteina que se adhieren a iones metalicos que provocan un cambio en la conformacion
para una porcién de la proteina, asi que se reportan varias conformaciones (coorde-
nadas) y se indica el porcentaje de veces que ocurrié cada conformacién. Algunos
ejemplos de valores reportados para atomos con dos conformaciones son: 0.5 y 0.5, 0.6
y 0.4, 0.75 y 0.25.

El factor de temperatura es un indicador del modelo que representa el intervalo
de la distribucién de la densidad electronica de un atomo obtenida experimentalmente.
En una situacion ideal, déonde un atomo esté en la misma posicién para las diferentes
moléculas del cristal, el intervalo de la distribucién es pequeno y también el factor
de temperatura. Sin embargo, en algunas situaciones, debido a la vibraciéon de los

atomos y algunas diferencias de conformacién entre las diferentes moléculas del cristal,
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la distribucién de densidad de electrones es mas amplia.

Un factor de temperatura menor a 10 representa un atomo cuya densidad de elec-
trones fue puntual, y por el contrario, los registros cuyo factor de temperatura es mayor
a b0 representan atomos con mucha movilidad, caso comun para atomos de las cadenas
laterales.

El proceso de mantenimiento del PDB es complejo. Hay varios pasos de validacién
para asegurar que tanto el formato como la informacién esté libre de errores. En el sitio
web del PDB? se pueden descargar los archivos PDB. También cuenta con herramientas
de busqueda para filtrar utilizando diferentes criterios, como por ejemplo: PDB ID,
nimero de cadenas, clasificacion SCOP, clasificacién CATH, longitud de las cadenas,
clasificacién EC, datos del experimento, tipo de método experimental utilizado, entre
otros.

En el sitio web se pueden visualizar las proteinas, ya que cuenta con programas em-
bebidos para visualizacion de estructuras como el Jmol; también cuenta con estadisticas
sobre los archivos PDB, que ayudan a ver el crecimiento del nimero de estructuras por
ano, y los métodos experimentales méas utilizados.

Para este trabajo se utilizé principalmente la biisqueda avanzada del sitio web para

obtener los conjuntos de prueba filtrando por diferentes campos.

I1.1.4 SCOP (Structural Classification of Proteins)

La clasificacion SCOP es una clasificacion jerarquica de estructuras de proteinas que
se cred con el fin de agrupar las proteinas segun sus caracteristicas estructurales. La
unidad de clasificacion del SCOP es el dominio, que es un nivel més bajo que la cadena

de una proteina, ya que una cadena puede estar constituida por uno o mas dominios,

3http:/ /www.pdb.org
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pero a su vez, hay dominios que abarcan mas de una cadena.

La clasificacién SCOP no es la tunica clasificacién de estructuras de proteinas,
también se encuentra la clasificacion CATH, pero difieren en el método de anotar las
estructuras, ya que CATH es semi-automatico y SCOP es manual, y utiliza la expe-
riencia de profesionales para determinar la similitud entre un dominio y otro para su
clasificacion.

Ambos sistemas de clasificacién pueden diferir al momento de clasificar una estruc-
tura, desde en la cantidad de dominios en las que se divide la proteina, hasta las clases
que manejan cada una de estos sistemas. Se selecciond la clasificacion SCOP para este
trabajo ya que utiliza un sistema de anotacién manual y se consideré mas conveniente,
ademas de que su uso es mas sencillo ya que almacena la informacién de la clasificacién
en archivos que se pueden analizar facilmente (parseable files).

El proceso de anotacién de estructuras en SCOP es mas lento que la determinacion
de estructuras. En la versién 1.75 de la clasificacion SCOP se tienen clasificadas 38222
estructuras (Brenner, 2009), mientras que en el PDB se tienen cerca de 70 mil estruc-
turas.

Los niveles de clasificacién de SCOP son:

1. Clase (Class)

2. Pliegue (Fold)

3. Superfamilia (Superfamily)
4. Familia (Family)

Por ejemplo, la estructura con PDB ID = 1fpo, tiene 6 dominios (d1fpoal, d1fpobl,

d1fpocl, dlfpoa2, d1fpob2 y d1fpoc2), dénde los déminios d1fpoal, d1fpobl y d1fpocl
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estdn en la clasificacién a.2.3.1 y los dominios d1fpoa2, d1fpob2 y d1fpoc2 estan en la
clasificaciéon a.23.1.1. Todos los dominios estan en la clase a por lo que podemis decir

que la proteina completa es de la clase a. A continuacién se listan las clases de la

clasificacién SCOP.

e clase a, proteinas cuyas estructuras secundarias predominantes son hélices-«;
e clase b, proteinas cuyas estructuras secundarias predominantes son hojas-(3;
e clase c proteinas con hélices-a y hojas-3 (no separables); y

e clase d, proteinas con hélices-av y hojas-3 (separables).

e clase e, proteinas multi-dominio.

e clase f, proteinas y péptidos de membrana y de la superficie de las células.

e clase g, proteinas pequenas.

e clase h, proteinas en espiral.

e clase i, proteinas de baja resolucion.

e clase j, peptidos.

e clase k, proteinas disenadas.

Las clases mas abundantes e importantes son las clases a, b, ¢ y d, por lo que
en nuestro estudio usaremos sélo estas clases e ignoraremos proteinas que no tengan
clasificacién SCOP o estén clasificadas bajo las clases e-k.

A continuacion se explica la clasificaciéon EC, que es otro tipo de clasificacion de

proteinas.
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I1.1.5 Clasificacién EC (Enzyme Comission)

Para clasificar las proteinas se puede usar diferentes criterios segtiin la caracteristica
que queramos estudiar. En la seccién anterior se habla sobre un tipo de clasificacion de
proteinas de acuerdo con su estructura, aunque también se puede clasificar las proteinas
de acuerdo con su funcién.

El nimero EC es la clasificacién de proteinas de acuerdo con la funcién enzimatica
que realice. La clasificacion EC es jerarquica, teniendo en el primer nivel 6 clases o

grupos que a continuacién se enlistan.

1. Oxidoreductasas
2. Transferasas

3. Hidrolasas

=~

. Liasas

5. Isomerasas

[

. Ligasas

Por ejemplo, la proteina con PDB ID=1JVA es una endonucleasa con nimero EC
3.6.1.34. Doénde el nimero 3 representa el grupo de las hidrolasas y el resto es la subclase
(Moss, 2010). Cabe senalar que este tipo de clasificacién es sélo para proteinas con
funcion enzimatica conocida.

La clasificacion EC se puede obtener en el archivo PDB de la estructura, a dife-
rencia de la clasificacion SCOP que es independiente y para relacionar un PDB con la

clasificacién SCOP se hace uso de los parseable files*.

“http:/ /scop.mrc-lmb.cam.ac.uk /scop/parse/index.html
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I1.1.6 Calidad de estructuras de proteinas

Las estructuras almacenadas en el PDB pueden tener errores, originados en alguno de los
muchos pasos que se necesitan para determinar la estructura experimentalmente, ya sea
por errores humanos, de interpretacion de los resultados experimentales, o limitantes
de la tecnologia utilizada en el experimento. Por ello, se almacenan junto con las
estructuras, parametros que indiquen la calidad global del modelo. Entre los parametros

que indican la calidad de las estructuras estan la resolucion y el factor-R.

Resolucién.

La resolucién esta relacionada con la longitud de onda utilizada para determinar la
posicion de los atomos en el método de cristalografia con rayos X. De manera general, se
dice que un modelo tiene mejor resoluciéon mientras menor sea el valor de ésta. Mientras
menor sea la resolucion del experimento, se podra observar mayor nivel de detalle en
las proteinas cristalizadas. Por ejemplo, el atomo méas pequeno es el hidrégeno, cuyo
radio® es de 1.2 A, por lo que una resolucién de 3 A o mayor puede omitir el detalle de
estos 4tomos, y con una resolucién de 2 A o menor, se puede apreciar mejor todos los

atomos en el cristal, lo cual conlleva a un mejor modelo.

Factor R (R-Factor).

El factor R, al igual que la resolucién, se utilizan para indicar la calidad del modelo.
Este factor mide la similitud de los datos de difraccién, obtenidos expermentalmente,

y el modelo, el cual pasé por un proceso de refinamiento (Ecuacién 4).

_ Z HFobs’ - |Fcach
Z|Fob8|

R

5Radio de Van der Waals
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En el proceso de refinamiento se utiliza la funcion del factor R como funcién objetivo,
y se intenta minimizar y por esto, se dice que el factor-R esta sesgado. Para tener un
parametro libre de sesgo, se propone el factor R-free. El factor R-free se obtiene al
optimizar el 90% (aproximadamente) de los datos en el proceso de refinamiento, y el
10% se utiliza para medir el factor R-free que indica que tan bien predice este 10% de
los datos el nuevo modelo calculado.

Los valores recomendados para los parametros factor-R y factor R-free son 0.2 o

menos y 0.3 o menos, respectivamente (Gu y Bourne, 2009).
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Capitulo III

DEFINICION DEL PROBLEMA

El problema conocido como empaquetamiento de la cadena lateral en proteinas
(PSCPP) se presenta en dos problemas de bioinformética principalmente. El primero,
es el modelado homologo, que consiste en la prediccion de la estructura tridimensional
de secuencias de proteinas a partir de estructuras de secuencias homoélogas. El segundo
problema es el redisenno de proteinas, en el cual se quiere modificar parte de una es-
tructura conocida para que tenga diferentes propiedades, como aumentar su termoesta-
bilidad, alterar su especificidad de enlace, mejorar su afinidad de enlace, aumentar su
actividad enzimadtica, alterar la especificidad del sustrato, etc.

El PSCPP consiste en predecir la conformacién de las cadenas laterales de una
proteina dadas: la secuencia de aminoacidos y las coordenadas de los dtomos de la
columna vertebral de la misma. Lo que se requiere como salida para este problema son
las coordenadas tridimensionales de cada uno de los atomos de las cadenas laterales;
adicionalmente los atomos estan sujetos a restricciones dadas por los enlaces entre
atomos contiguos, pero estas restricciones no son suficientes para que el espacio de
bisqueda sea discreto, pero Janin et al. (1978) han demostrado que las conformaciones
de las cadenas laterales no siguen una distribucion uniforme, sino que estan agrupadas
en ciertas regiones.

Se sabe que una proteina no tiene una tnica estructura en la naturaleza, aunque
las conformaciones que pueda tomar en algin momento dado son estados de minima
energia libre. La energia libre de una proteina es dificil de calcular, debido a que
intervienen numerosos factores y no se ha determinado una funcién que modele fielmente
el plegamiento (Plaxco et al., 2000; Gu y Bourne, 2009), por lo que se proponen distintas
funciones de energia (Yanover et al., 2008) que se utilizan para mapear el PSCPP a un
problema de optimizacién.

Cabe recalcar que por eso mismo, a pesar de que existen métodos exactos que
devuelven el 6ptimo global de las funciones propuestas, estos atin tienen un porcentaje

apreciable de error en sus predicciones.
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A continuacion se describe a detalle cada uno de los aspectos de la transformacién

del PSCPP a un problema de optimizacién combinatoria.

III.1 Discretizacion del problema

II1.1.1 Espacio de busqueda

Como se dijo anteriormente, para el PSCPP se requiere encontrar las conformaciones
de cada una de las cadenas laterales de los residuos de la proteina. Pero como se
tienen restricciones de enlaces covalentes que limitan el espacio de busqueda, es mas
facil utilizar los angulos de torsion de las cadenas laterales como las variables que se
modifican para encontrar el éptimo de una funcién de energia establecida.

Algunos estudios han demostrado que estos angulos no estan distribuidos uniforme-
mente en las estructuras conocidas hasta el momento, sino que hay regiones en las
cuales se agrupan estos dngulos debido a que son las regiones con minima energia (Gu
y Bourne, 2009). De estos estudios se ha obtenido una de las técnicas de discretizacién
de los angulos de torsion de las cadenas laterales méas utilizada, la cual se denomina bi-
bliotecas de rotdmeros. Existen otras técnicas basadas en una biblioteca de conformeros
(Shetty et al., 2003), y la discretizacién de los angulos a través de pasos fijos, pero la
técnica mas popular es la biblioteca de rotameros (Canutescu et al., 2003; Peterson
et al., 2004; Liang y Grishin, 2002; Jain et al., 2006; Wang et al., 2005; Xiang y Honig,
2001; Krivov et al., 2009).

A continuacion se describe la técnica de discretizaciéon mediante la biblioteca de

rotdmeros.

Biblioteca de rotameros

Una biblioteca de rotameros se genera estadisticamente. Se utilizan proteinas con es-
tructura conocida y de ellas se obtienen los diferentes angulos de torsion de las cadenas
laterales, agrupados por tipo de aminoacido. Las bibliotecas de rotameros entonces
son colecciones de rotameros los cuales tienen asociados una probabilidad que esta rela-
cionada a la frecuencia que tiene el rotamero en el conjunto utilizado para su obtencién.

A través de los anos se han publicado diferentes bibliotecas de rotameros debido a

que cada dia se tienen disponible més estructuras que se utilizan para generar mejores
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bibliotecas y también se utilizan diferentes métodos para la obtencién de las mismas.

Se ha demostrado (Lu et al., 2008b) que el generar bibliotecas muy grandes no
necesariamente genera mejores resultados, ya que al momento de utilizar la biblioteca
para la prediccién puede ocasionar que el método de busqueda tarde més en encontrar
las conformaciones que minimicen la energia libre. Sin embargo, las bibliotecas que se
generaron utilizando muy pocas estructuras puede llevar a generar una biblioteca que
no tenga angulos representativos y reduzca la calidad de prediccién.

Algunos autores opinan que la coformacién de la cadena lateral tiene una relacién
directa con la conformacién de la columna vertebral (Dunbrack y Karplus, 1993), por
esto se han desarrollado diferentes tipos de bibliotecas. Un tipo es independiente de la
columna vertebral, mientras que el otro es dependiente.

A continuacién se define el concepto de rotamero y se describen los dos principales
tipos de bibliotecas.

Un rotamero es una conformacién de la cadena lateral de baja energia. Se sabe que
los rotameros no estan uniformemente distribuidos, sino que se agrupan en regiones.
Estos estudios dieron origen a las bibliotecas de rotameros y el uso de las mismas para
la prediccién de estructuras.

La palabra rotdmero (rotamer en inglés) viene de isémero rotacional (rotational
isomer en inglés). Los rotdmeros se obtienen usando proteinas de estructuras conocidas
de alta calidad, obtenidas mediante el método experimental de cristalografia por rayos
X.

Se encontro que hay una correlacion entre las probabilidades de los angulos de torsion
de la cadena lateral y los valores ¢ y 1 de la columna vertebral (Dunbrack y Karplus,
1993). Esto da origen a dos tipos de bibliotecas de rotdmeros, las independientes y las
dependientes de la columna vertebral.

La biblioteca de rotameros independiente de la columna vertebral contiene
una coleccion de rotameros por cada tipo de aminoacido con una probabilidad asociada
a cada rotamero. Esta biblioteca es facil de utilizar, pero al estudiar los nuevos métodos
para el PSCPP (Krivov et al., 2009; Wang et al., 2008; Hsin et al., 2007; Xu y Berger,
2006; Kingsford et al., 2005; Peterson et al., 2004; Chazelle et al., 2004; Bower et al.,
1997) se nota una tendencia hacia el uso de bibliotecas dependientes de la columna
vertebral.

En la Tabla VI se presenta la informacion béasica de algunos registros de una biblio-
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Tabla VI. Informacién basica de una biblioteca de rotdmeros indepentiente de la columna
vertebral.

Tipo de Aminodcido | x; | Xo | X3 X4 | P(X1: Xas X35 Xa)
ARG 55.4 | 79.7 | 62.4 82.3 0.04
ARG 59.2 | 85.4 | 68.2 | -166.2 0.07
VAL 65.5 | n/a | n/a n/a 7.40
VAL 175.9 | n/a | n/a n/a 73.90
VAL -61.7 | n/a | n/a n/a 18.70

teca de rotameros independiente de la columna vertebral. Se sabe que para aminoacidos
muy grandes, como la arginina, se tienen hasta cinco dngulos de torsién para la cadena
lateral. Para este caso, el angulo x5 no se registra en las bibliotecas de rotameros y
al momento de utilizarse se establece como 180°!. Para residuos pequeios como la
valina. La tabla muestra también la probabilidad de ocurrencia para cada rotamero
P(X1: X2: X35 X4)-

Cabe recordar que los aminodcidos glicina (GLY) y alanina (ALA) no tienen rotd-
meros, ya que no tienen angulos de torsién en la cadena lateral (ver Figura 2, en ésta
se muestra la estructura de cada aminoécido).

Las bibliotecas de rotdmeros dependientes de la columna vertebral (Dun-
brack y Karplus, 1993; Dunbrack y Cohen, 1997; Dunbrack, 2002) contienen una co-
leccién de rotameros por cada tipo de aminoacido para diferentes conformaciones de
la columna vertebral; es un poco mas compleja de utilizar, pero a pesar de ello, se
obtienen mejores resultados con ellas (Bower et al., 1997).

En la Tabla VII se muestra la informacion basica de algunos registros de una biblio-
teca de rotameros dependiente de la columna vertebral. A diferencia de la biblioteca
de rotameros independiente, esta biblioteca contiene la informacién de la conformacion
de la columna vertebral, agrupando los rotameros por el tipo de aminodcido y por
los angulos de torsiéon ¢ y 1. Estos angulos estdn en pasos de 10 grados, es decir,
se tiene un conjunto de rotameros para los residuos del aminoacido arginina cuyos
angulos de torsion estan en los intervalos —180 < ¢ < —170 y —180 < ¢ < —170, otro

conjunto para los residuos del aminoacido arginina cuyos angulos de torsion estan en

1Segtin lo indicado, en comunicacién personal, por R. L. Dunbrack el 15 de febrero de 2010.
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Tabla VII. Informacién bésica de una biblioteca de rotameros depentiente de la columna
vertebral.

Tipo de Aminodcido ¢ (& X1 X2 X3 Xa | P(X15 Xa5 X35 Xa)
ARG -180 | -180 | 55.4 | 79.7 | 62.4 | 823 0.002977
ARG -180 | -180 | 59.2 | 85.4 | 68.2 | -166.5 0.006091
ARG -180 | -170 | 554 | 79.7 | 62.4 | 823 0.003496
ARG -180 | -170 | 59.2 | 85.4 | 68.2 | -166.2 0.007153
VAL 180 | 180 | 65.6 | n/a | n/a n/a 0.333227
VAL 180 | 180 | 175.9 | n/a | n/a n/a 0.003134
VAL 180 | 180 | -61.8 | n/a | n/a n/a 0.663638

—180 < ¢ < —170 y —170 < ¢ < —160), etc.

II1.1.2 Funcién objetivo

Para definir un problema de optimizacién es necesario establecer la funcién que se
requiere minimizar o maximizar, segin sea el caso. En el PSCPP la funcién objetivo
es un modelo aproximado de la energia libre de la proteina.

Para modelar fenémenos fisicos es necesario identificar las variables que intervienen
en el proceso. Los modelos que se generan pueden despreciar o incluir estas variables
dependiendo del grado de complejidad y precision que requiera la aplicacion.

En el proceso de plegamiento se ven involucradas diversas interacciones fisico-qui-
micas como: enlaces covalentes, puentes iénicos, puentes de hidrégeno, interacciones
dipolo-dipolo, interacciones de Van der Waals. Para los enlaces covalentes hay otro tipo
de potenciales que limitan los grados de libertad del enlace covalente. Estos potenciales
estan relacionados con: la longitud del enlace, el dngulo de los enlaces, los angulos de
torsién, entre otros (Steinbach, 2005a).

Los atomos que rodean a la proteina también intervienen en el proceso de plegado,
como por ejemplo, las moléculas de agua crean puentes de hidrégeno con los residuos
expuestos en la proteina.

A pesar de tener identificadas las variables que definen la energia de una proteina,

estas variables no son faciles de calcular debido al gran ntimero de atomos que se ven
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involucrados, asi como a la dependencia entre algunas de estas variables.

Los cambios en temperatura, pH, o la presencia de otras moléculas y iones en el
medio, pueden ocasionar cambios conformacionales importantes en la proteina.

En el PSCPP se desprecian muchas variables y se utilizan modelos simples que in-
cluyen, iinicamente, informacion de la proteina y no del medio. Esta aproximacion es
posible debido a que se requiere predecir la estructura de proteinas en medios contro-
lados, es decir, con temperatura y pH preestablecidos, asi como enlaces covalentes con
longitudes y angulos promedio.

En el modelado de otros fenémenos fisicos, como el desplazamiento de un objeto,
se definen las variables a considerar en el modelo y las que se pueden ignorar. Por
ejemplo, un modelo sencillo puede incluir la posicién, velocidad y acelaracién en un
instante dado, ignorando otras variables como la friccion, flujo del viento, etc. Si se
incluye a la friccion, ésta se puede modelar como una constante o bien ser una funcién
del tiempo, temperatura u otros factores. La inclusién o exclusién de variables en el
modelo pueden afectar en la prediccion. La aplicacion es la que demanda el nivel de
precisién del modelo.

En la prediccion de estructuras se desea un nivel alto de precisiéon. Las limitantes
que se tienen para medir algunas de las variables del modelo, como la entropia y las
interacciones entre atomos del medio, son un obstaculo para utilizar un modelo mas
completo para esta aplicacién. Para compensar el uso de modelos sencillos, se utiliza
la informacién de estructuras conocidas para aumentar la calidad de la prediccion de
los modelos. Los modelos utilizados para el PSCPP se han estado mejorando paulati-
namente, agregando un poco mas de complejidad con el fin de aumentar la precisén de
las predicciones.

También se ha intentado utilizar simulaciones basadas en dindmica molecular (Stein-
bach, 2005b) para predecir la estructura de proteinas. Estas simulaciones toman a la
proteina en tiempo cero (ty) y recalculan la posicién, fuerza y velocidad de cada dtomo
para t; = t;_1 + At, hasta que se llegue a un estado de equilibrio. Tienen la desventaja
de ser muy lentas y costosas computacionalmente, y hasta el momento sélo se utilizan
para moléculas pequenas (Steinbach, 2005b).

Las funciones de energia mas sencillas son aquellas en las que no se involucra el
medio donde se encuentra la proteina, sino que sélo utilice la informacion de la misma

para predecir su estructura. Estos modelos funcionan satisfactoriamente para predecir



37

la posicion de los residuos que estan en el interior de la molécula, pero las posiciones
de los residuos expuestos al solvente son dificiles de predecir.

Los métodos desarrollados para el problema general de predicciéon de estructura se
pueden clasificar en tres clases (Gu y Bourne, 2009): modelado homdlogo (Sénchez y
Sali, 1997), reconocimiento de plegado (Bryant y Altschul, 1995) y ab initio
(Osguthorpe, 2000). En el modelado homdélogo se utiliza la informacién de estructuras
conocidas para la prediccion de la estructura tridimensional de secuencias homologas, es
decir, aquellas que comparten 40% o més de identidad de secuencia. Para la prediccion
de estructuras de secuencias que no tienen homologas con estructuras conocidas estan
los métodos de reconocimiento de plegado y ab initio. En los métodos ab initio se inten-
tan utilizar funciones con términos que provengan de fenémenos fisicos, como las fuerzas
e interacciones antes mencionadas. En los otros tipos de métodos de modelado homélogo
y reconocimiento de plegado se utilizan funciones que utilizan ademaés de términos basa-
dos en propiedades fisicas, términos basados en conocimiento, es decir, términos que se
obtuvieron a través del analisis de estructuras conocidas, con parametros optimizados.

Debido a que el PSCPP es parte del modelado homologo, la funcién objetivo que
se utiliza para este problema incluye términos basados en conocimiento previo. Los
métodos actuales para el PSCPP utilizan funciones distintas, aiin no hay un consenso
de la funcién de energia que se debe utilizar para modelar este problema (Plaxco et al.,
2000; Gu y Bourne, 2009).

Uno de los términos mas utilizados en las funciones de energia son aquellos que mo-
delan las interacciones de Van der Waals, asi como las probabilidades de los rotameros
seleccionados. Se ha demostrado experimentalmente que ambos términos tienen gran
influencia en la prediccién de la estructura tridimensional. Sin embargo, se ha in-
corporado méas detalle a las funciones de energia para tratar de elevar la calidad de
las predicciones como los relacionados con: interacciones electrostéticas, solvatacion,
puentes de hidrégeno, choques interatémicos, orientacion de las cadenas laterales, etc.

En la Ecuacién 5 se presenta una funciéon de energia sencilla que aproxima el poten-
cial generado por las interacciones de Van der Waals. Esta funcion se utiliza en varios
métodos (Yanover et al., 2008; Lu et al., 2008a,b; Zhang et al., 2008; Krivov et al.,
2009; Liang y Grishin, 2002; Canutescu et al., 2003; Jain et al., 2006; Wang et al., 2005;
Peterson et al., 2004; Kingsford et al., 2005; Hsin et al., 2007).
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B = ) Bal)+} Eab) (5)

Buali) = ~Klog PUEREL) (©
0 d(a,b) > r(a) + r(b)
E(a,b) = 10 d(a,b) < 0.8254(r(a) + (b)) (7)
57.273(1 — 7520 otro

donde E es la energia libre de una conformacion, i es el i-ésimo residuo, a y b representan
a atomos de radio r(a) y r(b) con centros separados a una distancia d(a,b).

La distancia d(a, b) se obtiene facilmente, ya que se conocen las coordenadas de los
atomos a y b. Los radios r(a) y r(b) son los radios de Van der Waals, para los cuales se
utilizan los siguientes valores: carbono, 1.6A; oxigeno, 1.3A; nitrégeno, 1.3A; y azifre,
1.7A. Estos valores son aproximados, y se han hecho estudios (Peterson et al., 2004;
Liang y Grishin, 2002) donde se utilizan diferentes valores para los radios de los atomos,
variando la calidad de las soluciones dependiendo del conjunto que se utilice.

La constante K (= 3) se optimiz6 con un conjunto de prueba, p(r;| R, ¢, 1) es la prob-
abilidad del rotamero seleccionado para el residuo i que se obtiene de la biblioteca de
rotdmeros dependiente de la columna vertebral (R). La probabilidad p(r; = 1|R, ¢,v)
es la suma de las probabilidades de todos los rotameros dados el tipo de aminoacido, y
los angulos ¢ y 9, es decir, se normaliza el valor p(r;| R, ¢, ).

Dada una estructura tridimensional, evaluar la funcion de energia aqui mostrada
tiene una complejidad de O(n?), donde n es la cantidad de residuos de la proteina. En
el PSCPP se requiere realizar este cdlculo en multiples ocasiones, (el problema pertenece
a la clase NP-dificil (Akutsu, 1997)).

Recapitulando, para el PSCPP se tiene un modelo aproximado de la energia libre,
la cual se quiere minimizar. Esto debido a las leyes de la termodinamica, que establecen
que un sistema toma el estado de minima energia libre. En mecéanica estadistica, la
probabilidad de un estado ¢ esta dada por la Ecuacion 8, conocida como la distribucion

de Boltzman.

_ B
e FpT
pi= (8)
S e FBT
‘]:
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donde p; es la probabilidad del estado i, F; es la energia del estado ¢, kg es la constante
de Boltzman, T es la temperatura en grados Kelvin y [ es la cantidad de niveles de
energia en el sistema.

Se puede observar entonces, que para determinar entre dos estados 7 y j aquel que
tiene mayor probabilidad, se puede descartar el denominador y comparar tinicamente
los numeradores de la ecuacién de la distribucion de Boltzman, que con manipulacion
algebraica queda, p; > p; siy s6losi F; < Ej;. Esto da la base para aproximar la energfa,
y encontrar el estado que la minimice, o que es lo mismo, que aumente su probabilidad.

En resumen, los métodos que resuelven el PSCPP, utilizan modelos aproximados
de la energia libre, con términos basados en propiedades fisicas y otros obtenidos es-
tadisticamente. La salida al problema es la conformacién de las cadenas laterales que
minimice la energia libre.

En (Lu et al., 2008b) se presenta un andlisis sobre la influencia de los términos de
la funcion de energia utilizada para la prediccion. Este método utiliza la técnica de
recocido simulado (Kirkpatrick et al., 1983), la cual tiene la ventaja de modificar su
funcién objetivo facilmente sin hacer grandes cambios en el algoritmo. La funciéon de

energia utilizada estd dada por la siguiente expresion.

Etotal - Erot + wvdwEvdw + wom‘entEorient + wsolvationEsolvation (9)

donde E,,; es el término que involucra las probabilidades de los rotameros, F, 4, re-
presenta el potencial 6-12 de Lennard-Jones (Gray et al., 2003), E,pient €s €l potencial
de empaquetamiento OPUS-PSP (Lu et al., 2008a) v Esopation €8 un término de sol-
vatacion. Los pesos wygw = 1.0, Worient = 0.15 v Wyomation = 0.1 fueron optimizados
utilizando un conjunto pequeno de proteinas de alta resolucion.

Lu et al. (2008b) modificaron la funcién de energfa original (Ecuacién 9), eliminando
un término a la vez y comparando la calidad del método con las nuevas funciones. En
la Tabla VIII se presentan los resultados de dicha comparacion incluyendo todos los
residuos e incluyendo tinicamente los resiudos internos?.

En base a esta comparacion se puede observar que el término que méas influye en la
prediccién es E,q,, va que al eliminarlo de la funcién de energia, disminuye la precisién

en mayor medida que si se eliminan los demas términos. Sin embargo, todos los términos

2Lu et al. (2008b) definen residuos internos como aquellos cuyo porcentaje de superficie expuesta

al solvente es menor al 17%.
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Tabla VIII. Resultados presentados en (Lu et al., 2008b) para notar la influencia de cada
término en la prediccién global.

Todos los residuos | Residuos internos

X1(%) X1+2(%) X1(%) X1+2(%)
OPUS-Rota | 89.0 79.1 94.5 88.7

sin Eyqy 81.1 68.5 85.0 75.3
sin By 83.8 69.0 92.6 83.7
sin Eopient 88.3 7.2 93.9 87.2
sin Egoation 88.6 78.6 94.0 88.5

aportan positivamente a la calidad de las predicciones, esto se analiza mas adelante
cuando se comparen métodos con funciones de energia diferentes.

El PSCPP pertenece a la clase NP-dificil (Akutsu, 1997), pero se han desarrollado
diferentes métodos que hacen el problema manejable, algunos basados en teoria de
grafos, en técnicas de ramificacion y acotamiento (branch — and — bound), y algunas
heuristicas como recocido simulado. A continuacién se hard mencién de algunas pro-

puestas para atacar el PSCPP.

I11.1.3 Definicién matematica del PSCPP

Primero se definen las variables que se van a utilizar en las secciones posteriores.

Aminoéacidos

Sea L el conjunto que representa a los 20 aminoacidos estandar. Entonces

L = {ALA, CYS, ASP, GLU, PHE, GLY, HIS, ILE, LYS, LEU, MET, ASN,
PRO, GLN, ARG, SER, THR, VAL, TRP, TYR}

Biblioteca de rotameros
Sea RL el conjunto que representa a la biblioteca de rotameros. Entonces
RL = {RALA7 RCYS') RASP> RGLU> RPHE7 RGLY7 RH15'7 RILE'7 RLY57 RLEU7 RME'T

Rasn, Rpro, Raon, Rara, Rser, Rrar, Rvar, Rrrp, Rryr}

Rm = (1'1,1'271'3, .. ,I"Rm‘)
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donde R,, para un x € L, es la biblioteca de rotameros para el aminodcido tipo x y r;
que esta en R, es el i-ésimo rotamero para el aminoacido tipo x.
Secuencia de aminoacidos

Sea A la variable de entrada que representa la secuencia de aminoacidos, ¢ la longitud

de esta secuencia, entonces

A - (CLl,CLQ,a:;,...,CLg)

donde a; € L es el tipo de aminoéacido del i-ésimo residuo de la cadena.

Coordenadas de la columna vertebral

Sea N, C'A, C'y O las variables de entrada que representan la secuencia de coordenadas
de los dtomos (nitrégeno, carbono-«, carbono y oxigeno, respectivamente) de la columna

vertebral de la proteina, entonces

N = (ni,ne,ng,...,ny)
CA = (cay,cag, cas,...,ca)

C = (c,¢2,¢3,...,C)

O = (01,09,03,...,00)

ni,ca;, ¢, 0, € RIV1I<i</

Solucién del PSCPP

A continuacion se describe la forma en la que se representa una solucién en el algoritmo.
Para este problema, una solucién S es una secuencia de enteros que indican los indices

de los rotameros que se seleccionaron, uno por cada residuo. Es decir,

S: (81;827837"'78€)

donde 1 <'s; < |R,,|.
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El problema de empaquetamiento de la cadena lateral en proteinas (PSCPP)

El PSCPP tiene como entrada A, que es la secuencia de aminoacidos; N, C', CA'y
O, que son las coordenadas de la columna vertebral; y RL que es la biblioteca de

rotameros. El PSCPP consiste en encontrar S*, que se define a continuacion.

S* = argmin E(S5) (10)

donde E(+) es la funcién objetivo propuesta para modelar la energia de la conformacién

predicha.

II1.2 Trabajo previo

El PSCPP ha sido tema de investigacién por muchos anos. Se han desarrollado dife-
rentes métodos que lo resuelven, tanto exactos como heuristicas. Los cambios que han
sufrido estos métodos son en tres aspectos principalmente: biblioteca de rotameros,
funcién de energia y método de busqueda.

Se han desarrollado varias bibliotecas de rotameros para mejorar la calidad de los
métodos que las utilizan (Dunbrack y Karplus, 1993; Dunbrack y Cohen, 1997; Dun-
brack, 2002; Krivov et al., 2009). Las bibliotecas se obtienen estadisticamente, uti-
lizando proteinas con estructuras conocidas de alta resolucion; sin embargo, las primeras
bibliotecas se desarrollaron utilizando conjuntos muy pequenos, ya que la cantidad de
proteinas con estructuras conocidas era muy reducida.

Con el paso de los anos y los miltiples esfuerzos de obtener las estructuras de
mas y mas proteinas, se tienen conjuntos mas grandes y diversos con los que se han
podido generar mejores bibliotecas de rotameros. Los nuevos métodos para el PSCPP
(Krivov et al., 2009; Wang et al., 2008; Hsin et al., 2007; Xu y Berger, 2006; Kingsford
et al., 2005; Peterson et al., 2004; Chazelle et al., 2004; Bower et al., 1997) utilizan las
nuevas bibliotecas y han generado mejores resultados en sus predicciones. Pero hay
que considerar que a la par se han modificado también las funciones de energia (Krivov
et al., 2009; Yanover et al., 2008; Lu et al., 2008a; Grigoryan et al., 2007; Peterson et al.,
2004; Liang y Grishin, 2002), por lo que ambos aspectos han influido positivamente en
mejorar las predicciones.

El desarrollo de nuevos métodos de busqueda han permitido que el tiempo de eje-
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cucion de los mismos disminuya y se puedan utilizar como parte del modelado homélogo
para la prediccion de estructuras. A continuacién se presentan algunos métodos que
se han propuesto para resolver el PSCPP, de los cuales, el “Dead-End Elimination”

(DEE) es uno de los pioneros y se ha incorporado como parte de otros nuevos métodos.

I11.2.1 SCWRL: Side-Chain placement With Rotamer Library

El método SCWRL tiene una larga historia. Desde su primera versién (Bower et al.,
1997), el método se ha ido mejorando, cambiando la biblioteca de rotameros, la funcién
de energia y el algoritmo de busqueda.

La tltima version es el SCWRL4 (Krivov et al., 2009), que hasta el momento tiene
39193 licencias concedidas. Su versién previa, SCWRL3, también se utilizé ampliamente
(Krivov et al., 2009) para resolver el PSCPP como parte de otros métodos de prediccién
de estructura.

Las caracteristicas que hacen que estos métodos sean tan utilizados son: exactitud,

velocidad y usabilidad?.

SCWRL3

El SCWRL3 (Canutescu et al., 2003) es un método exacto, ya que asegura obtener
la solucién optima de la funcién de energia propuesta. Se basa en el método DEE
(dead-end elimination) que establece una forma de eliminar rotdmeros de alta energia
que no son parte de la solucién, para reducir el espacio de busqueda. Ademas utiliza
técnicas de teoria de grafos y de ramificacion y acotamiento para encontrar el 6ptimo
a partir de los rotameros restantes. La utilizaciéon de estas técnicas permitieron que
el SCWRL3 sea un método exacto, ya que descompone el problema en subproblemas
cuyas soluciones son independientes, disminuyendo la complejidad computacional del
algoritmo.

Este método demostrd superar a los previos en cuanto rapidez y exactitud, ademas
de tener una interfaz facil de adaptar como parte de otros métodos, teniendo una buena
usabilidad.

3http://dunbrack.fece.edu/scwrl4/index.php - 16 de noviembre de 2010
4Usabilidad: conjunto de atributos relacionados con el esfuerzo necesario para su uso, y con la

evaluacién individual de tal uso, por una conjunto de usuarios explicito o implicito (Bevan, 2001).
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La funcién de energia usada por este método incorpora términos en donde se in-
volucra la probabilidad de los rotdmeros seleccionados y una penalizacion por choques

interatomicos utilizada desde la primer version del SCWRL.

SCWRIL4

El SCWRL4 (Krivov et al., 2009) mejoré (usando las medidas de calidad mencionadas
en la Seccion I11.3) al SCWRL3. Los cambios del SCWRL4 fueron significativos, entre

los que destacan los siguientes.

1. Se gener6 una biblioteca de rotameros nueva, usando nuevas técnicas que propo-

nen mejorar las bibliotecas anteriores.

2. Incorporan la idea de subrotameros, para permitir cierta flexibilidad en la ubi-

cacion de las cadenas laterales.

3. Modificaron la funcién de energia. El término que representaba sélo la fuerza
repulsiva, se transformo para aumentar su semejanza con el potencial de van der
Waals, el cual incluye una parte de atraccién. Este término se obtiene de las
distancias entre pares de atomos. Se agrego en la funcién de energia un término
para indicar el potencial de los puentes de hidréogeno, ya que se sabe que los
puentes de hidrogeno son parte importante de la estabilidad de la proteina y de

su plegado.

4. Como parte del algoritmo, este método utiliza la técnica de “Tree-decomposition

of a graph” para dividir el problema en subproblemas independientes.

5. A pesar de usar el DEE y las técnicas para dividir el problema en subproblemas
mas pequenos, el SCWRL3 podria no converger para ciertos casos. Por lo tanto, el
SCWRL4 tomo6 en consideracion esto y establece un tiempo méximo de bisqueda,
de tal manera que si no se encuentra el 6ptimo para cuando transcurre el tiempo

maximo, se devuelve una aproximacion a éste.

Es posible darse cuenta que el SCWRL4 intenta mejorar la calidad de sus soluciones
con los primeros tres cambios, y los ultimos dos son para no afectar, o bien disminuir,

el tiempo de busqueda.
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SCWRL4 demostré experimentalmente mejorar la calidad que el SCWRL3 y reem-
plazar este tltimo por el SCWRIA4 es facil, ya que tienen la misma interfaz.

La usabilidad de estos métodos es muy buena, ya que mantiene la numeracién
original de los atomos y residuos, comparada a otros métodos, como el OPUS-Rota (Lu
et al., 2008b), que cambian la numeracién de los atomos y residuos, haciendo mas dificil
la comparacion de la prediccion contra el modelo original.

El SCWRL4 toma como entrada un archivo en formato PDB dénde se encuentran
las coordenadas de los atomos pesados de la columna vertebral, y genera como salida
otro archivo en formato PDB con las coordenadas de los dtomos de las cadenas laterales,
ademas de las que se dieron como entrada. Cabe mencionar, que por facilidad se le
puede dar como entrada el archivo original de una estructura que se desea predecir, ya
que recalcula todas las coordenadas, considerando sélo las coordenadas de los atomos

de la columna vertebral. Este programa estd disponible para fines académicos®.

I11.2.2 OPUS-Rota

El método OPUS-Rota es un método basado en la técnica de recocido simulado que
aproxima el PSCPP. Este método utiliza una funcién de energia que modela las interac-
ciones de Van der Waals, el término de las probabilidades de los rotameros utilizados,
un término de solvatacién y un término de orientacién (ver Ecuacién 9).

En este método, lo novedoso es la funcién de energia. El método de bisqueda ya
se habia utilizado con anterioridad (Peterson et al., 2004; Liang y Grishin, 2002; Jain
et al., 2006; Wang et al., 2005; Xiang y Honig, 2001); sin embargo, los términos de
solvatacién y orientacién son nuevos.

El tiempo de ejecucién reportado es comparable al del SCWRL 3 (Canutescu et al.,
2003), que hasta el momento era el mas répido. La biblioteca de rotameros utilizada
fue la biblioteca de rotameros dependiente de la columna vertebral, desarrollada por
Dunbrack y Cohen (1997).

Las ventajas que ofrece este método es la flexibilidad en la funciéon de energia uti-
lizada. Como se mencioné anteriormente, se hizo un anélisis de la funcién de energia
utilizada por este método y el aporte de cada término para la calidad de las soluciones

(ver Tabla VIII). Gracias a que el método estd basado en recocido simulado, se pudo

Shttp://dunbrack.fcce.edu/scwrld /index.php
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modificar la funcién de energia facilmente sin afectar el algoritmo.

La misma idea se puede utilizar para agregar términos a la funciéon de energia y
evaluar su desempeno. Esto puede ayudar para refinar la funcion que se utiliza para
modelar el plegado de las proteinas.

Algunos aspectos a modificar en este método que pudieran resultar en mejoras son:
funcion de vecindario, funcién de energia, parametros del recocido simulado, biblioteca
de rotameros. La modificacion més sencilla seria ajustar los parametros del recocido
simulado, aunque este cambio no asegura una mejora. Sin embargo, actualizar la bi-
blioteca de rotameros representaria una gran ventaja, ya que ha surgido una nueva
biblioteca a partir de la fecha de publicacién del método.

Al igual que el SCWRL4, el OPUS-Rota toma como entrada un archivo en formato
PDB y genera como salida otro archivo en formato PDB con las coordenadas faltantes.
Una desventaja del OPUS-Rota es que no calcula las coordenadas del C-3, por lo que se
tienen que calcular previo al uso del OPUS-Rota. Como se verd en la seccién A.1.6, el
C-f es un atomo redundante de la cadena lateral, por lo que determinar las coordenadas
de este atomo no requiere optimizacion. Se debe tener cuidado al comparar el modelo
resultante con el original, ya que las numeraciones de los atomos y residuos pueden
cambiar.

En resumen, para usar el OPUS-Rota es recomendable procesar previamente los
archivos originales de las estructuras que se desean probar, borrar todos los atomos de
las cadenas laterales, y posteriormente calcular las coordenadas de los C-£.

Este programa estd disponible para fines académicos®, y sélo estd disponible para
ejecutarse en sistemas operativos Linux con arquitectura x86.

En conclusion, los métodos actuales estan limitados por dos aspectos. Primero, las
funciones de energia que se han desarrollado son aproximaciones, y el minimo global de
estas funciones no siempre representa la conformacion que se esta buscando. Segundo,
las bibliotecas de rotameros se obtienen estadisticamente basandose en estructuras cono-
cidas, por lo tanto, carece de otras conformaciones que si bien pueden ser de alta energia
la mayoria de las veces, se pueden presentar en la naturaleza bajo ciertas condiciones.

Por lo tanto, los métodos para el PSCPP deben tener la flexibilidad suficiente para
modificar estos dos aspectos facilmente y asi evolucionar junto con el desarrollo de

nuevas bibliotecas de rotameros y funciones de energia.

Shttp://sigler.bioch.bem.tme.edu/MaLab/soft /opus_rota.html
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II11.3 Medidas de calidad

Existen métodos exactos y heuristicas que resuelven el PSCPP Se llaman métodos
exactos a aquellos que encuentran el minimo global de la funcién objetivo que se esta
utilizando. Sin embargo, la funciéon objetivo es una aproximacién de la energia libre,
por lo tanto, el 6ptimo global puede o no corresponder al estado real de minima energia
libre de la proteina.

Para ambos tipos de métodos, exactos y heuristicas, se reporta la calidad de las
soluciones. Para realizar experimentos y saber qué tan bien funciona un método se
buscan conjuntos de prueba de proteinas con estructuras conocidas. Se eliminan los
atomos de las cadenas laterales de los archivos originales, y se utilizan los métodos
para la prediccion de las cadenas laterales. Una vez terminada la prediccion se utilizan
diferentes tipos de medidas para comparar las estructuras.

Hay medidas diseniadas para comparar estructuras, como RMSD (Gu y Bourne,
2009), TM-score (Zhang y Skolnick, 2004), entre otras, las cuales consideran a todos
los atomos. En el PSCPP se utilizan otros tipos de medidas como exactitud absoluta y
condicional (Krivov et al., 2009). Estas se enfocan tinicamente en las cadenas laterales.
El RMSD también lo utilizan algunos autores para presentar sus resultados.

A continuacion se describen las medidas RMSD, exactitud absoluta y exactitud

condicional.

I11.3.1 Desviacion raiz media cuadratica (RMSD)

El RMSD se utiliza como una medida de diferencia entre estructuras. En la Ecuacién

11 se muestra la formula para obtener el RMSD entre un par de estructuras.

(11)

donde §; es la distancia entre el par ¢ de los N pares de atomos de las estructuras.
Esta medida se puede utilizar para comparar diferentes proteinas. Para hacerlo,
se tiene que pasar por un proceso de alineamiento de estructuras para que se puedan
encontrar los pares de atomos equivalentes en las estructuras.
Para esta aplicacion, se conoce de antemano los pares equivalentes, por lo que no es

necesaria la etapa de alineamiento de estructuras. El cdlculo de esta medida para un
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par de estructuras superimpuestas de n residuos es de O(n).
Para el PSCPP se desarrollaron otras medidas que usan unicamente la informacion
de las cadenas laterales para su evaluacion. A continuacién se desribe la medida exac-

titud absoluta, la cual es la més utilizada para reportar la calidad de los métodos para

el PSCPP.

I11.3.2 Exactitud absoluta

La medida exactitud absoluta (AA") se utiliza para evaluar la calidad de las soluciones
de los métodos que resuelven el PSCPP. Se comparan los modelos orginales contra las
predicciones generadas por estos métodos. La tnica diferencia entre el modelo original
y la prediccion es en las cadenas laterales. Los modelos originales y las predicciones
de los métodos que resuelven el PSCPP estdan dados en archivos de texto en formato
PDB que contiene las coordenadas 3D de todos los atomos de la proteina, tanto de la
columna vertebral como de las cadenas laterales.

Para poder hacer la comparacién es necesario que el modelo original contenga la
informacion de las cadenas laterales. Esto se debe prever al momento de seleccionar el
conjunto de prueba para realizar el analisis de los métodos.

Con las coordenadas de los atomos de las cadenas laterales se pueden obtener los
angulos de torsién de cada residuo, tanto del modelo original como de la prediccion.
Para obtener la medida AA se utilizan inicamente los valores de los dangulos, y no las
coordenadas como es el caso del RMSD.

Los residuos tienen diferentes tamanos, y por ende, diferente nimero de angulos
de torsién en la cadena lateral. En la Tabla IX se muestra la cantidad de angulos de
torsion de la cadena lateral por cada residuo.

De manera general, la medida AA es el porcentaje de angulos correctos respecto
al total de residuos, es decir, se calcula el total de residuos cuyos angulos de torsion
predichos sean correctos, y se divide entre el total de residuos en la proteina. Sin
embargo, como ya se dijo anteriormente, no todos los residuos tienen angulos de torsion
de la cadena lateral, y ademas varia la cantidad de dngulos segun el residuo, por lo que
se tienen que considerar esto al momento de evaluar las medidas.

Otro problema es que se van a comparar angulos de torsion, los cuales estan en

TAA: Absolute Accuracy
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Tabla IX. Cantidad de dngulos de torsién de la cadena lateral por aminoacido.

Aminoacido Angulos de torsién Aminoacido Angulos de torsion

(cédigo de 1 letra) | de la cadena lateral | (cédigo de 1 letra) | de la cadena lateral

A

]
w

E X o= o Q30 J A
N A NN OO DNW DN
< S <83 @EO Tz Z
R N = = = Ot Ww O

un espacio continuo, y errores de calculo numérico pueden afectar a las medidas. Este
problema se resuelve tomando un margen de error para el cual ain se puede considerar
un angulo como correcto. Este valor varia segtin el autor del andlisis; en especial, la
mayoria de los trabajos reportan esta medida con un margen de 40° (Lu et al., 2008b;
Canutescu et al., 2003; Peterson et al., 2004; Liang y Grishin, 2002; Jain et al., 20006;
Wang et al., 2005; Xiang y Honig, 2001; Krivov et al., 2009). Es decir, se considera
como angulo correcto aquel que esté alejado 40° o menos del angulo original.

De manera particular, las medidas reportadas son x;(%), X142(%), X14243(%),
X14243+44(%) ¥ Xis2434445(%). En las Ecuaciones 12 - 16 se presentan las medidas

antes mencionadas.

c
x1(%) = m (12)
Xare(%) = n—ny —nG—;lgz— ng —ny — Ny (13)
X14243(%0) = ne + ng Jfl;:j\;i— no + nr (14)

c
X1s24344(%0) = ﬁ (15)
X1+2431445(%0) = R (16)

nRr
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donde n es la longitud de la cadena y nx es la cantidad de residuos cuyo cédigo de una
letra es X. El pardametro c; es la cantidad de residuos predichos que tienen el angulo
de torisién y; a 40° o menos del angulo original. El pardmetro ¢, es la cantidad de
residuos predichos que tienen los angulos de torsion x; y x, alejados a lo mas 40° del
original. De la misma manera, los parametros ¢y 013, C1491344 ¥ C112+31445 Tepresentan
la cantidad de residuos predichos que tienen correctos los angulos desde x; hasta xs;,
X4 Y X5, Tespectivamente.

En esta medida se va acumulando el error, por ejemplo, si se tiene un residuo del
tipo arginina, cuyo dngulo x; es incorrecto (esté alejado mas de 40° del dngulo original)
este residuo se omite en ¢y, ¢1419, C1i213, Clio1344 YV Cli213+4+5 @ pesar de que alguno
de los otros angulos s, X3, X4 O X5 Sean correctos.

Es importante mencionar que los dngulos de torsién estén en el intervalo (-180,180].

ort

o) respecto al predicho (x}"°) es nece-

Para calcular la distancia del dngulo original (y
sario hacer algunos ajustes debido al intervalo en el que se encuentran los angulos. Una
simple resta (Ecuacién 17) no es suficiente, ya que se tiene que considerar el cuadrante
en el que se encuentran los angulos. En la Ecuacién 18 se muestra una manera sencilla

pre

de calcular la diferencia real entre los 4ngulos ¢ y %

ori pre

& = max(x{", x!") — min(x{", x) (17)
5, = min(&,360 —¢,) (18)

Ahora bien, si d; < 40° se considera al dngulo x*" como correcto.

El dnico aminoacido que tiene x5 es la arginina. La cadena lateral de la arginina
es muy larga, y ademaés es polar, por lo que es propenso a encontrarse en la superficie
de las proteinas, ocasionando que la cadena lateral esté en constante movimiento y sea
dificil obtener las coordenadas de los atomos que estan mas alejados de la columna
vertebral, inclusive con los métodos experimentales de cristalografia por rayos X y
resonancia magnética nuclear. Los métodos que resuelven el PSCPP, entonces, no
predicen el dangulo x; para los residuos tipo arginina, en su lugar, le asignan un valor

fijo (x5 = 180°)%. Con esto se elimina la necesidad de reportar medidas para este angulo

(X1+2+3+4+5(%)>-

8Segtin lo indicado, en comunicacién personal, por R. L. Dunbrack el 15 de febrero de 2010.
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Si la diferencia entre un par de déngulos correspondientes estd a 40° + € (e > 0), éste
se considera como incorrecto. Esta es una desventaja de utilizar esta medida; pero aun
asi se ha utilizado para poder comparar los nuevos métodos con los anteriores, ya que
es la manera en la que se ha reportado la calidad de los previos.

Ahora bien, se puede tener otro caso en el que dos soluciones (B y B’) tengan las
mismas medidas de calidad absoluta. En este caso, los angulos de la primera coinciden
casi perfectamente con la original, mientras que los angulos de la segunda difieren por
un margen mucho mayor, pero sin llegar a 40°. Bajo las medidas de exactitud absoluta,
ambas soluciones son igual de buenas, pero vemos entonces, que hay una necesidad de
utilizar otra medida donde la primera resulte obviamente mejor que la segunda. Esto
se discute en el Capitulo V.

Otra medida muy similar es la exactitud condicional, que utiliza también la in-
formacion de los angulos para evaluar las predicciones. A continuacién se describe la

medida exactitud condicional.

I11.3.3 Exactitud condicional

La exactitud condicional (CA?) es muy similar a la medida AA. Ambas se utilizan para
medir la calidad de las predicciones generadas por métodos que resuelven el PSCPP.
Utilizan unicamente la informacion de los angulos de torsion de la cadena lateral para
su evaluacion.

Las medidas CA son: x,(%), x2(%), x35(%), x4(%) ¥ x5(%); sin embargo, x5(%) no
es reportada debido a que el angulo de torsion y; para los residuos tipo arginina es fijo,

y no se predice. En las Ecuaciones 19 - 23 se presentan las medidas aqui mencionadas.

C1

%) = 19
G = —A— (19)
C142

X2(%) = K (20)

C1 — Cnc — Cs — Cayr — C(yv
C142+3

x3(%) = — (21)

Ca+2)E + C1+2)K T Ca+2)M + C1+2)Q T C1+2)R
Cl4+243+4
x4(%0) = 22
(%) C(1+2+3)K T C1+2+3)R (22)

c

xs(%) = S142434445 (23)
C(14-2+3+4)R

9CA: Conditional Accuracy.
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donde ¢(1)x representa la cantidad de residuos cuyo cédigo de una letra es X y dngulo
de torsion y; se predijo correctamente, es decir, que esta alejado 40° o menos del dngulo
original. El pardmetro c(142)x representa la cantidad de residuos cuyo cédigo de una
letra es X, y los dngulos de torsién x; v X, se predijeron correctamente. De la misma
manera C(14243)x Y C(142+3+4)x son los residuos tipo X, y que sus angulos desde x,
hasta x5 v X4, respectivamente, son correctos. Un aspecto interesante es que la medida
X1(%) se utiliza tanto para AA como para CA.

La medida mas utilizada es el AA, aunque es interesante hacer el andlisis con las
demas medidas. Los resultados obtenidos con estas medidas han mostrado mejoria con
el paso de los anos, a pesar de que los dngulos x5 y x, son dificiles de predecir. Esto se
debe a que la cantidad de residuos que presentan estos angulos es reducida comparada
al total de residuos, y no se puede hacer un andlisis con poca informacion. Ademads, los
residuos que presentan estos angulos son arginina, metionina, lisina, acido glutamico y
glutamina, los cudles son polares y tienen preferencia por ubicarse en la superficie de
las estructuras, por lo que tienen mucha flexibilidad en esas regiones y las restricciones
son pocas para limitar la prediccion.

En general, se han utilizado, principalmente, a las medidas x;(%) y x1,2(%) para
reportar la calidad de las predicciones de los métodos que resuelven el PSCPP.

Con lo anterior se ha definido el PSCPP, y a continuacion se define el problema que

se resuelve en el presente trabajo.

II1.4 Nuestro problema

Nuestro problema consiste en comparar los métodos SCWRL4 y OPUS-Rota, que segiin
la literatura, son los mejores que aproximan el PSCPP. Para esto es necesario seleccionar
un conjunto de prueba que sea representativo de las diferentes clases del SCOP y EC,
ya que se intenta buscar una relacion entre estas clases y la calidad de los métodos.

En este problema se tiene como entrada dos algoritmos (SCWRL4 y OPUS-Rota)
y los casos de prueba; y como salida, el método con mejor exactitud.

Anteriormente se han desarrollado diferentes métodos, que se han comparado entre
ellos utilizando los mismos conjuntos de pruebas reportados desde hace anos, los cuales
son muy pequenos y varias estructuras de estos son ahora obsoletas.

Los métodos SCWRL4 y OPUS-Rota son métodos con caracteristicas diferentes.



53

Ambos métodos se han comparado anteriormente con el método SCWRL3 (Lu et al.,
2008b; Krivov et al., 2009), pero no entre ellos.

Nuestro trabajo consiste, en encontrar un conjunto de pruebas representativo y pos-
teriormente comparar estadisticamente estos métodos utilizando las medidas de calidad
ya existentes.

El SCWRL4 utilizé 379 proteinas en su conjunto de pruebas, obteniendo 89.3% en
la medida x;(%). Es conveniente notar que sélo se estén considerando los residuos cuya
densidad de electrones esté en los percentiles del 25 al 100.

El OPUS-Rota utilizé un conjunto de pruebas de 65 proteinas, obteniendo 89% en
la medida x,(%).

Estas medidas estan cercanas, pero atn asi no se pueden comparar directamente ya
que los conjuntos son diferentes y no se utilizaron los mismos criterios para decidir qué
residuos utilizar para el andlisis y cudles no.

En el siguiente capitulo se describe como se obtiene el conjunto de pruebas que se
propone, asi como los resultados de la comparacién de los métodos utilizando dicho

conjunto.
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Capitulo IV

COMPARACION DE METODOS

IV.1 Introducciéon

En este capitulo se presentan los experimentos, resultados y analisis realizados con el
objetivo de comparar los mejores métodos desarrollados hasta el momento que apro-
ximan el problema conocido como empaquetamiento de la cadena lateral en proteinas
(PSCPP).

Los mejores métodos se seleccionaron basandose en las medidas de calidad men-
cionadas en la seccién I11.3.2. Las medidas de exactitud absoluta son las mas usadas
entre todos los métodos que aproximan el PSCPP (Lu et al., 2008b; Canutescu et al.,
2003; Peterson et al., 2004; Liang y Grishin, 2002; Jain et al., 2006; Wang et al., 2005;
Xiang y Honig, 2001; Krivov et al., 2009), por tal motivo se toman como punto de

referencia para la seleccion de los métodos.

IV.2 DMateriales y métodos

Los métodos que aqui se comparan son SCWRL4 (Krivov et al., 2009) y OPUS-Rota
(Lu et al., 2008b), ya que son los que reportan las medidas de exactitud absoluta mas
altas en la actualidad. Ambos métodos difieren en los tres aspectos principales: funcién
objetivo, biblioteca de rotameros y método de busqueda.

El método SCWRL4 es una heuristica deterministica. Es la cuarta version del
método SCWRL que era, en su tercera versiéon, SCWRL3 (Canutescu et al., 2003), un
método exacto, ya que asegura obtener el 6ptimo global de la funcién de energia ahi
propuesta.

El SCWRIL4 incorpora ideas de otros métodos (Xu, 2005), y presenta una mejora
en calidad contra el método SCWRL3. El algoritmo principal del SCWRIL4 es un
método exacto, pero en algunos casos el método no converge y es cuando la heuristica

entra en juego. E1 SCWRIL4 busca el 6ptimo global pero tiene un tiempo méaximo para
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encontrarlo, y si transcurre dicho tiempo y no se encuentra la solucién, éste devuelve
una aproximacién, de calidad no garantizada. EI SCWRL4 utiliza su propia biblioteca
de rotdmeros, la cual no estd disponible atn (Krivov et al., 2009).

El método OPUS-Rota se basa en recocido simulado, por lo tanto no garantiza
encontrar el éptimo global. Su funcién objetivo, incorpora término tnicos (Lu et al.,
2008a), vy se demostré experimentalmente que cada término produce una mejora en
la calidad de las soluciones; ademas utiliza una biblioteca de rotameros dependiente
(Dunbrack y Karplus, 1993).

El SCWRIL4 es el método mas reciente, y sélo se presentd la comparacién con su
versién previa (SCWRL3) (Krivov et al., 2009). El método OPUS-Rota se comparé
con el SCWRL3, y otras heuristicas, en la cual, el OPUS-Rota tuvo mejores resultados
(Lu et al., 2008b).

Aunque en estos trabajos se presentan las medidas de exactitud absoluta, estos
valores no se pueden comparar ya que los resultados se generaron con conjuntos de
prueba diferentes. Ademads, los resultados presentados en el método SCWRILA4 filtran
los residuos por su densidad de electrones (Shapovalov y Dunbrack, 2007), medida que
es de reciente creacion, y que el OPUS-Rota no toma en cuenta.

El objetivo entonces, es comparar los métodos SCWRL4 y OPUS-Rota de una
manera justa, es decir, encontrar un conjunto de pruebas que sea heterogéneo y re-
presentativo para realizar esta comparacion, ademas de tomar los mismos criterios al

momento de presentar los resultados.

IV.2.1 Caracteristicas del conjunto de pruebas

La selecciéon de un conjunto de casos de prueba es un paso fundamental en la com-
paracion de métodos para este problema. Uno de los aportes principales de este trabajo
es la defincion de dicho conjunto, ya que no se cuenta con un cojunto de pruebas que
sea heterogéneo y que se pueda utilizar para hacer comparaciones entre métodos de
prediccion de estructura.

Para seleccionar el conjunto de pruebas se definen diferentes criterios, esto para
asegurar la buena calidad de los modelos utilizados. Se seleccionaron proteinas del

PDB con las siguientes caracteristicas.

e Un sélo dominio bajo la clasificacién SCOP.
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e Resolucién igual o menor a 2 A.

e Factor R igual o menor a 0.2.

e Una sola cadena.

e 40 a 400 aminoéacidos.

e Clasificacion SCOP dentro de la clase a, b, ¢ o d.
e Identidad méxima de secuencia del 25%.

e Método experimental a través de cristalografia por rayos X.

Para filtrar por resolucién y factor R se utilizé el programa S2C (Wang y Dunbrack,
2010). Para filtrar por nimero de cadenas y cantidad de aminodcidos se utilizé la
informacion de los archivos PDB. Para filtrar por método experimental y por identidad
de secuencia se utiliz6 el servidor PISCES (Wang y Dunbrack, 2003).

Los filtros de SCOP se seleccionaron, ya que se quiere saber si la clasificaciéon SCOP
es un determinante para la calidad de las soluciones, mientras que los demas filtros
se utilizan para asegurar la calidad de los modelos seleccionados para el conjunto de
pruebas.

En la Tabla X se muestran los identificadores de las proteinas del PDB que forman
parte del conjunto de pruebas. En total son 770 entradas las que constituyen el conjunto
de pruebas con las caracteristicas de calidad mencionadas anteriormente. Recuerde que

en el PDB existen aproximadamente 70 mil estructuras.

IV.2.2 Experimentos

Para realizar los experimentos necesarios para comparar los algoritmos SCWRL4 y
OPUS-Rota se utilizaron los programas ejecutables' que se encuentran disponibles para

fines académicos.

1Los programas ejecutables se consiguen bajo licencias para uso académico en los siguientes sitios
web.
SCWRL4: http://dunbrack.fccc.edu/scwrld/
OPUS-Rota: http://sigler.bioch.bem.tme.edu/MalLab/soft /opus_rota.html
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1427,
1BSO,
1Cz8,
1EPO,
1G2R,
1GWM,
1HXI,
1IXH,
1K12,
1KYP,
1M27,
1N8U,
1NZJ,
10JQ,
1POC,
1Q2M,
1S2W,
1707,
1TXJ,
1UWF,
1VYI,
1WXJ,
1YES,
127K,
2B61,
2CNQ,
2ENG,
2FSR,
2GPI,
219C,
2MCM,
20H3,
2PXR,
2RHW,
3BFP,

1A3cC,
1BUD,
1D2N,
1ES9,
1GST,
1GWU,
1HXN,
112¢,
1K1B,
1L3P,
1M8Z,
1N93,
1008,
10JR,
1PQE,
1ROU,
1872,
1T2I,
1TZV,
1UYL,
1VYR,
1X06,
1YFQ,
127M,
2B65,
2CTC,
2ERF,
2FSU,
2685,
21A7,
OMHR,
20NS,
2Q3M,
2RIU,
3BI7,

1A68,
1BY2,
1D40,
1EUW,
1GA8,
16XQ,
110V,
1327,
1K51,
1L9L,
1MDC,
1NB9,
101Y,
10KS,
1PWA,
1R29,
1SBP,
1T46,
1U36,
1V0A,
1W1G,
1X82,
1YMK,
2415,
2B8M,
2CUL,
2ESK,
2FUP,
2GUX,
21ICA,
2NML,
200z,
23T,
2SAK,
3BZT,

1A6M,
1BYI,
1DCS,
1EVF,
1GBS,
1GXU,
1127,
1J5X,
1K5C,
1LB3,
1ME3,
1NC5,
1012,
100T,
1pz4,
1R2Q,
1SBX,
1T6E,
1UAI,
1VOL,
1W3L,
1X8H,
1Y0Y,
244V,
2BBH,
2CW4,
2ET1,
2FUZ,
2GVK,
21CG,
2NN8,
20s0,
2Q3W,
2UYQ,
3CKM,

1ABA,
1BYR,
1DF7,
1EW4,
1GCI,
1GYN,
112T,
1J8q,
1K77,
1LJ0,
1MFM,
1NEP,
1022,
10PD,
1PZT,
1R3D,
1SDI,
1T8K,
1UAL,
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Ambos métodos toman como entrada archivos PDB donde se indica la secuencia de
aminoacidos de una proteina especifica, junto con las coordenadas de los atomos de la
columna vertebral; y generan como salida archivos PDB con las coordenadas de todos
los dtomos (cadena lateral y columna vertebral), donde las coordenadas de los dtomos
de la columna vertebral son las mismas que las de la entrada, y las coordenadas de los
atomos de la cadena lateral son las predicciones hechas por los métodos.

Debido a que el SCWRIL4 es un método deterministico, éste se ejecutd una vez por
cada entrada del conjunto de pruebas.

El OPUS-Rota es un método basado en recocido simulado, por lo tanto, para realizar
un analisis es necesario ejecutarlo varias veces para una misma entrada, ya que los
métodos basados en recocido simulado son métodos aleatorios y para hacer un analisis
estadistico se requiere no una, sino varias ejecuciones del mismo método, por lo que se

requirié que generara 30 archivos de salida por cada elemento del conjunto de pruebas.

IV.3 Resultados

Una vez que se obtuvieron los 770 archivos PDB de salida del SCWRLA4, y los 23100
(770 x 30 = 23100) archivos PDB de salida del OPUS-Rota se puede hacer un andlisis
de la calidad de las soluciones de ambos métodos. En esta seccion se presentan los
resultados obtenidos al analizar tanto el conjunto de pruebas como las predicciones de
los métodos seleccionados.

Primero se presentan los analisis realizados al conjunto de pruebas para mostrar que
los modelos utilizados son de alta calidad, y son representativos para poder realizar la
comparacion entre los métodos.

Posteriormente se describe el analisis realizado sobre las predicciones de ambos
métodos para determinar si existe alguna caracteristica que haga que un método genere

mejores predicciones que el otro.

IV.3.1 Conjunto de pruebas
Longitud de secuencias

En la Figura 13 se puede observar la distribucién de la longitud de secuencias en tres

conjuntos: el conjunto de pruebas (13(a)), el conjunto de secuencias de UniProtKB/-
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Swiss-Prot (13(b)) y el conjunto de secuencias de UniProtKB/TrEMBL (13(c)).

UniProtKB/Swiss-Prot (uni, 2010a) y UniProtKB/TrEMBL (uni, 2010b) son bases
de datos de secuencias de proteinas que contienen mas de 500 mil y mas de 11 millones
de secuencias, respectivamente. La diferencia entre ambas bases de datos es que el
proceso de anotacién, en UniProtKB/Swiss-Prot es manual, mientras que en UniProt-
KB/TrEMBL es automético (Wu et al., 2006; Boeckmann et al., 2003).

Los promedios de longitud de secuencia para UniProtKB/Swiss-Prot y UniProtKB-
/TrEMBL son 352 y 321 aminoacidos por secuencia, respectivamente. La longitud de
las secuencias no sigue una distribucion normal y esta sesgada a la izquierda. Debido
a que nuestro conjunto de pruebas solo contempla secuencias con longitud entre 40 y

400 aminoéacidos, su distribucién es ligeramente diferente a las otras dos.

Resolucién

En la Seccion I1.1.6 se describe la importancia de este parametro para evaluar la calidad
de una estructura. En la Figura 14 se muestra la distribucién de los casos de prueba
por resolucion. En esta figura se puede observar que todos los casos tienen resolucién
menor o igual a 2 A, lo cual es un buen indicador de la calidad de los modelos utilizados

en el conjunto de pruebas.

Factor-R

En la Seccién I1.1.6 se describe el factor-R y su importancia para asegurar la calidad
de una estructura. En la Figura 15 se muestra la distribucion del factor R. En la Tabla
XI se muestran cuatro casos para los cuales el programa PISCES (utilizado para hacer
la Figura 15) report6 un factor R mayor a 0.2, junto con los valores reportados por el
sitio web del PDB y el programa S2C. Se puede ver que las diferencias no son grandes,
y ademas que el programa S2C se acerca mas a lo reportado en el PDB, por lo que es
mejor utilizar el S2C que el del programa PISCES para filtrar por el factor R, tal como
se hizo para generar el conjunto de pruebas.

El problema de tener datos discrepantes se presenta comunmente en bioinformatica,
es uno de los problemas que hacen aun mas dificil el andlisis de los datos, ya que hay

que ser muy cuidadosos al utilizar datos provenientes de distintas fuentes.
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Figura 13. Distribucién de longitud de secuencias. (a) Conjunto de pruebas. (b)
UniProtKB/Swiss-Prot. (c) UniProtKB/TrEMBL.

Tabla XI. Factor R.

PDB ID | PDB | PISCES S52C

1HUF | 0.192 0.22 | 0.1921
1L3P | 0.197 0.21 | 0.1970
INPU | 0.198 0.21 | 0.1980

1YZM | 0.196 0.21 | 0.1956




Numero de secuencias

Niumero de secuencias

100

80

60

40

20

08 1 12 14 16 18 2
Resolucion

Figura 14. Distribucién de casos por resolucion.
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Figura 15. Distribucién de casos por factor R.
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Figura 16. Distribucién de casos por factor R-free.

Factor R-Free

El factor R-Free es parecido al factor-R. Se obtiene para medir que tan parecido es
un modelo o estructura generada con los datos experimentales. Si el modelo encajara
perferctamemte a los datos experimentales, estos factores son 0; sin embargo, en la
préactica esto no es asi. El factor-R se obtiene en el proceso de refinamiento, al ajustar
el modelo a los datos experimentales; sin embargo, al utilizar este valor como objetivo
en el proceso de optimizacién, éste esta sesgado. Una manera de reducir el sesgo es
utilizar s6lo una fraccién de los datos en el proceso de refinamiento (normalmente se
utiliza el 90%) y el resto dejarlos sin modificacion, y utilizarlos para obtener el factor
R-free al final del proceso de refinamiento.

En la Figura 16 se muestra la distribucién del factor R-free para el conjunto de
pruebas. Para que un modelo sea de buena calidad también se puede usar este valor
como referencia, tomando un valor de corte para el factor R-free de 0.4 es suficiente
(Gu y Bourne, 2009), y se ve que para el conjunto de prueba, las secuencias con mayor
R-free reportado es 0.29, por lo que se puede decir que se estdan usando modelos de alta
calidad. Sin embargo, hay 63 casos para los cuales no se reporté el factor R-free y no
se incluyen en el histograma. Por esta razon, es mejor filtrar por el factor R, ya que
es mas comun encontrar modelos para los cuales no se registro el factor R-free que el

factor R.
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(a) Residuos agrupados por clase SCOP. (b) Casos agrupados por clase SCOP.

Figura 17. Distribucién del conjunto de pruebas segtin las clases del SCOP.

SCOP

En las Figuras 17(a) y 17(a) se muestran los porcentajes de residuos y casos del conjunto
de pruebas, respectivamente, agrupados por la clase de SCOP (Murzin et al., 1995) a
la que pertenecen. Las clases de SCOP que se incluyeron en el conjunto de pruebas son

las siguientes.

e Clase a, proteinas cuyas estructuras secundarias predominantes son hélices-a.
e Clase b, proteinas cuyas estructuras secundarias predominantes son hojas-43.
e Clase c proteinas con hélices-« y hojas-3 (no separables).

e Clase d, proteinas con hélices-a y hojas-3 (separables).

Se puede observar que la clase predominante es la clase ¢, pero de las otras clases

hay suficientes residuos y casos para poder hacer un analisis por clase.

EC

El nimero EC es una clasificacién jerarquica de enzimas, segiin las reacciones quimicas
que catalizan. Por ejemplo, la proteina con PDB ID=1JVA es una endonucleasa con
nimero EC 3.6.1.34. Doénde el niimero 3 representa el grupo de las hidrolasas y el resto
es la subclase (Moss, 2010).

En las Figuras 18(a) y 18(b) se muestran los porcentajes de residuos y casos, res-

pectivamente, agrupados por grupo EC. Se puede observar que el 53% de los residuos
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Clase 1, 5%

Clase 4, 5%

Clase 6, 2% “-Clase 5, 3%

(a) Residuos agrupados por clase EC. (b) Casos agrupados por clase EC.

Figura 18. Distribucién del conjunto de pruebas segtn las clases EC. Las clases EC son: (1)
oxidoreductasas, (2) transferasas, (3) hidrolasas, (4) liasas, (5) isomerasas y (6) ligasas.

(77428 residuos de 145572), que pertenecen al 62% de los casos (478 casos de 770) no
pertenecen a alguna clase EC. Esto se debe a que la clasificacién EC es para enzimas,
por lo que el 62% de los casos del conjunto de pruebas no son enzimas, o bien, aun no

se han clasificado como tales.

Distribucién de residuos por tipo de aminoacido

En la Figura 19 se muestran las distribuciones de los residuos por tipo de aminoacido
tanto para el conjunto de pruebas como para las secuencias anotadas en UniProtKB/-
Swiss-Prot y UniProtKB/TrEMBL. Se puede ver que la distribucién para el conjunto
de pruebas es similar al de UniProtKB/Swiss-Prot y al de UniProtKB/TrEMBL, lo que
indica que nuestro conjunto sigue un patrén similar en cuanto a tipo de aminoécidos

que aquel que siguen las proteinas anotadas hasta el momento en ambas bases de datos.

IV.3.2 SCWRIL4 vs. OPUS-Rota
Calidad global

En la Figura 20 se puede observar la calidad de las soluciones de ambos métodos
utilizando diferentes umbrales para indicar si un residuo fue correctamente predicho
o no. En la Tabla XII se muestran los valores obtenidos para cada medida. Los
porcentajes se obtuvieron al dividir la cantidad de residuos totales cuyos angulos en

cuestién estan dentro del umbral, entre el total de residuos que deben considerarse para



Porcentaje deresiduos

ALA | ARG

ASM | ASP

CYs | GLN | GLU

GLY | HIS ILE

LEU | LYS

MET | PHE

PRO | SER

THR | TRP | TYR

VAL

M Conjunto de Pruebas

B.52%|4.99%

4.47%|5.54%

1.30%|3.70%|6.52%

T.68%|2.34%|5.68%

0.05%|5.53%

1.62%|4.12%

4.59%|6.06%|5.48%(1.49%|3.67%

7.25%

W UniProtkB/Swiss-Prot

B8.27%|5.53%

4.05%|5.45%

1.36%|3.94%|6.76%

7.09%(2.27%|5.99%

0.67%|5.85%

2.42%|3.86%

4.69%(6.51%(5.33%(1.08%|2.91%

6.87%

W UniProtkB/TrEMBL

B58%(547%

4.17%|5.30%

1.28%|3.86%|6.15%

7.10%|2.19%|6.02%

981%(5.30%

2.45%|4.03%

4.37%|6.70%(561%|1.31%|3.07%

6.73%

Tipo de Aminoacido

Tabla XIll. Exactitud abslouta.

Figura 19. Distribucién de residuos por tipo de aminoacido.

SCWRLA4 OPUS-Rota
Umbral
x1(%) | x1,2(%) | x1,2,3(%) | x1,2,3,4(%) x1(%) | x1,2(%) | x1,2,3(%) | x1,2,3,4(%)
10 69.24 | 41.10 15.63 11.34 | 69.22 | 40.53 14.80 10.74
20 82.56 | 61.24 31.64 24.80 | 82.75 | 60.89 30.95 24.00
30 84.78 | 66.35 37.90 28.91 | 85.08 | 66.47 37.49 28.37
40 85.62 | 68.31 41.23 30.97 | 85.99 | 68.66 41.13 30.23
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la medida. Con el objeto de dejar claro el procedimiento para obtener estas medidas,

se propone el siguiente ejemplo.

Del total de las 770 secuencias, se tienen 153850 aminoacidos, de los cuales 145572

tienen todos los atomos principales y son los que se utilizan para reportar las diferentes

medidas de calidad. Sin embargo, para el método OPUS-Rota se generaron 30 predic-

ciones por secuencia, entonces en ese caso se tienen 4367160 aminodcidos a analizar.

Para el ejemplo de la medida x; 53,4(%) del método SCWRL4 se tienen en total

15320 aminoacidos a considerar, es decir, de los 145572 residuos totales, s6lo 15320 son

del tipo arginina (ARG) o lisina (LYS), que son los aminodcidos que tienen hasta el

angulo x,. De esos 15320 aminoacidos, sélo 1738 tienen una diferencia menor o igual a

10° en todos los angulos, desde x; hasta x,, respecto a los angulos originales del PDB,

dando como resultado 11.34% para la medida X, 53 4(%) con umbral de 10° del método



66

90%

80% -

70%

60% -
40
50% -
m30
20
40% - =10
30%
- E
10% : : : : ; : :

SCWRL4X1(%)  OPUS-Rota x1(%) SCWRL4x12(%) OPUS-Rote x1,2(%) SCWRL4x1,2,3(%) OPUS-Rota SCWRLS OPUS-Rota
¥1.2.3(%) x1.2,3.4(%) x1,2,3,4(%)

Figura 20. Exactitud absoluta.

SCWRILA.

Por el contrario, para el método OPUS-Rota, se tiene un total de 459600 (15320 x
30 = 459600) aminodcidos a considerar, de los cuales, sélo 49339 tienen una diferencia
menor o igual a 10° en todos los dngulos respecto a los agulos originales del PDB,
dando como resultado 10.74% para la medida x; 53 ,(%) con umbral de 10° del método
OPUS-Rota.

Las medidas més cominmente reportadas por los diferentes métodos son x, (%)
¥ X12(%) con umbral de 40°, en estos casos, el OPUS-Rota tuvo mejores resultados.
Sin embargo, el SCWRL4 es mejor que el OPUS-Rota para las medidas x;,3(%) y
X1,2,3,4(%)-

En la Figuras 21-24 se muestran la distribuciones acumuladas del error de los angulos
de torsién de la cadena lateral predichos (x,’ - x,’) respecto a los dngulos originales.

Para calcular el error en la prediccion del angulo, utilizamos la siguiente expresion.

e(x, x') = min(|x — X[, 360 — [x — x'|) (24)
De manera similar, en la Figura 25 se muestra la distribucion acumulada del RMSD

(ver Seccién I11.3.1) por residuo.
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Figura 21. Distribucién acumulada del error del dngulo predicho (x;') respecto al dngulo
X original.
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Calidad por clase del SCOP

El objetivo de este experimento es determinar si la clase SCOP es una determinante
para la calidad de las soluciones en alguno de los dos métodos que se estan analizando.

En la Figura 26 se muestra la medida x, (%) agrupada por método y clase del SCOP.
Se puede observar que para todas las clases del SCOP, el método OPUS-Rota genero
mejores resultados; sin embargo, no hay una diferencia notoria entre la calidad de las

soluciones de una clase y otra.

Calidad por clase del EC

El objetivo de este experimento es determinar si la clasificaciéon EC es un factor que
interviene para la calidad de las soluciones, es decir, se agrupan las secuencias por clase
EC y se determina si algiin conjunto sobresale en cuanto a calidad de las predicciones.

En la Figura 27 se muestra la medida x,(%) para diferentes umbrales, agrupados
por clase EC. Se puede observar que para este caso la clase EC no es un factor que
marque una diferencia importante en la calidad de las soluciones, pero aun asi se puede
observar nuevamente la consistencia en la mejora del método OPUS-Rota respecto al

método SCWRIL4, con excepcién de la clase 5.
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Calidad por tipo de aminoacido

El objetivo de este experimento es saber si el tipo de aminodcido es un factor que
determina la calidad de las soluciones. El total de residuos se agrupa por tipo y se
muestra la medida y,(%) por grupo. En la Figura 28 se muestran los resultados de
este experimento, en el cual se puede observar que el tipo de aminoacido si afecta la
exactitud.

Los aminoécidos isoleucina (ILE), fenilalanina (PHE), tirosina (TYR), valina (VAL),
triptéfano (TRP) y leucina (LEU) obtuvieron la mejor exactitud para ambos métodos.
Como se observa en la Figura 5, estos aminodcidos son no polares (con excepcién de
la tirosina que se considera anfipatico?), por lo que se encuentran principalmente en el
ntcleo de las proteinas, y como se ha mostrado con anterioridad (Lu et al., 2008b), los
residuos que se encuentran en el nicleo de las proteinas se pueden predecir con mayor
exactitud, mientras que los aminoacidos que son propensos a estar en la superficie, es
decir, que son polares, se predicen con menor exactitud.

Esto se puede deber a diferentes causas, una de ellas esta relacionada con la flexibili-
dad que presentan los aminoacidos en la superficie, ya que es sabido que las proteinas se
encuentran en constante movimiento, permitiendo que algunos atomos de la superficie
cambien su conformacion, mientras que los residuos que se encuentran en el centro de
las proteinas son mas rigidos, dando estabilidad a la estructura global de las proteinas.

En la Figura 29 se muestra la diferencia de las medidas x;(%) para los métodos
OPUS-Rota y SCWRLA4. Si la diferencia es positiva, quiere decir que el OPUS-Rota
obtuvo mejores resultados, de lo contrario, el SCWRL4 fue mejor. Se puede observar
que para la prolina (PRO) y serina (SER), el SCWRL4 es superior, mientras que para
la cisteina (CYS), histidina (HIS), lisina (LYS), metionina (MET), fenilalanina (PHE),
tirosina (TYR) y leucina (LEU), el OPUS-Rota es superior.

La prolina tiene una caracteristica que la hace muy diferente al resto de los ami-
noacidos. Este aminodcido, es el tinico cuya cadena lateral tienen mas de un enlace
con la columna vertebral, es decir, ademés de que el carbono—3 (CB) esté unido al
carbono—a (CA), el carbono—d (CD) estd unido a través de un enlace covalente al
nitrégeno (N) de la columna vertebral. Esto genera mayor rigidez en la cadena lateral,

lo cual indica menos conformaciones, y posiblemente sea una cualidad que el método

2 Anfipatico: que contiene a la vez dominios polares y no polares.
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Figura 28. Exactitud absoluta x,(%) agrupado por tipo de aminodcido para diferentes
umbrales.

SCWRL4 aprovecha para generar mejores resultados para este aminoacido.

En Krivov et al. (2009) se reportan las métricas x; (%) por tipo de aminodcido, asi
como de manera global. El estudio lo realizaron sobre un conjunto de 379 proteinas, pero
un inconveniente es que para obtener las medidas reportadas sélo utilizaron residuos
cuya densidad de electrones esté arriba del percentil 25.

En la Figura 30 se muestran las medidas y, (%) utlizando tinicamente el SCWRIL4
para dos conjuntos diferentes. Los conjuntos tienen 379 y 770 proteinas cada uno. El
primer conjunto es el conjnto de pruebas de Krivov et al. (2009) y el segundo es el
nuestro.

Como se puede observar en la figura, las medidas de ambos conjuntos siguen la
misma tendencia; sin embargo, las medidas del conjunto de 770 proteinas (nuestro con-
junto de pruebas) reporta menor calidad. Para generar nuestros resultados, se incluyen
todos los residuos, y esto genera el desplazamiento hacia abajo de las medidas de nuestro
conjunto.

En la Figura 31 se muestra el RMSD promedio por tipo de aminoacido. Se puede
observar que para el grupo de las argininas (ARG) se presenta el mayor RMSD prome-
dio; esto se debe a que la forma alargada de la cadena lateral de la arginina genera que
la diferencia de los dtomos se vaya acumulando, generando un RMSD relativamente

grande, comparado a otros residuos con menos atomos en la cadena lateral, u otros
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para dos conjuntos de pruebas diferentes. El conjunto 379 (Krivov et al., 2009) y el conjunto

770 (nuestro conjunto).
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Figura 31. RMSD promedio por tipo de aminoacido.

residuos que no tienen forma alargada, sino anillada, como es el caso de la fenilalanina
(PHE), tirosina (TYR), entre otros.

Ademés de la alanina (ALA) y la glicina (GLY), los aminodcidos que tienen menor
RMSD son la prolina (PRO), cisteina (CYS), valina (VAL) y treonina (THR). Estos
aminoacios, tienen solo dos o tres atomos en su cadena lateral, ocacionando que el

RMSD sea bajo.

Calidad por caso

En las Figuras 32-35 se muestra la diferencia de las medidas de exactitud absoluta que se
obtuvieron para ambos métodos por caso. Se puede observar para las medidas (x,(%),
X12(%) ¥ X1.23(%)), en la mayoria de los casos, la diferencia (OPUS-Rota - SCWRLA4)
es positiva, es decir, el método OPUS-Rota mejoré las predicciones del SCWRILA4.

Para la medida (%), en 434/770 casos, la diferencia de ambos métodos fue posi-
tiva, mientras que para las demds medidas x; 5(%), x123(%) ¥ X1,23.4(%) ocurrié para
418/770, 393/770 y 373/770 casos, respectivamente.

En las Figuras 36(a) - 36(d) se muestran las distribuciones de las diferencias de
las medidas OPUS-Rota x,(%) y SCWRL4 x,(%), hasta OPUS-Rota x,534(%) ¥
SCWRLA4 x; 534(%), junto con la distribuciéon normal ajustada a los datos. Basandose

en el teorema del limite central, los datos siguen una distribuciéon normal, y en la
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Tabla XIIl. Intervalos de confianza de la media poblacional de las diferecias de las medidas
X1(%), x12(%), X123(%) ¥ X1.234(%) de ambos métodos con 99% de confianza.

Medida Intervalo de Confianza Método con mayor exactitud
OPUS-Rota x1(%) - SCWRL4 x4 (%) 0.2066 0.7887 OPUS-Rota
OPUS-Rota X1,2(%) - SCWRL4 XLQ(%) -0.3256 0.3367 Indefinido
OPUS-Rota x1,2,3(%) - SCWRL4 X1,2,3(%) -2.3062 -0.7441 SCWRL4
OPUS-Rota x1 o 3'4(%) - SCWRL4 xq 5.3 4(%) -1.2416 1.0578 Indefinido

Tabla XIII se muestran los intervalos de confianza de las medias poblacionales de las

diferencias de las medidas de exactitud absoluta de ambos métodos.

Tiempo de ejecucion

En la Figura 37 se muestra la distribucién del tiempo de ejecucién® de los métodos
SCWRL4 y OPUS-Rota. El tiempo maximo registrado para el método SCWRIL4 es de
140.05 segundos, mientras que para el método OPUS-Rota, el tiempo maximo registrado
es de 23.06 segundos. Para 58 de las 770 secuencias, el método SCWRL4 tardé més de
23.06 segundos, que fue el tiempo maximo del OPUS-Rota. En la Figura 37 se puede
observar que el método SCWRL4 tarda, para la mayoria de sus casos, menos tiempo
que el OPUS-Rota; sin embargo, el método SCWRL4 dura en el orden de minutos para
varios casos (23/770 tardan méas de un minuto en cada caso). El tiempo promedio para
el método SCWRL4 y OPUS-Rota es de 9.62 s y 8.66 s, respectivamente.

En el SCWRILA4, el tiempo de ejecucién depende de la complejidad del caso. Por
otro lado, el tiempo de ejecucién del OPUS-Rota es un factor que se puede manipular,

ya que depende de los parametros del algoritmo, y no de la entrada.

Maxima exactitud

El objetivo de este experimento es mostrar las medidas de exactitud absoluta maximas
que se puede alcanzar al discretizar el espacio de busqueda mediante el uso de una
bilioteca de rotameros especifica.

En la Figura 38 se muestra la maxima exactitud alcanzada utilizando la biblioteca
de rotameros independiente (Dunbrack y Cohen, 1997) para el conjunto de pruebas. Se

tomaron las 770 proteinas, y por cada residuo, se buscé en la biblioteca de rotameros

3Los programas se ejecutaron en una computadora con procesador Intel ®Core T™™2 Duo @ 2.00
GHz, con 2GB de RAM y sistema operativo Ubuntu de 32-bits.
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aquel que estuviera mas cerca de los angulos originales. Al finalizar se obtuvieron las
medidas x; (%), X1,2(%), X1,2.3(%), X1.2,34(%)-

Se puede observar que la medida x,(%) rebasa el 99% para todos los tipos de
aminodcidos, lo que quiere decir que aun si los métodos que aproximan el PSCPP, se
limitan a los rotameros disponibles en la biblioteca de rotdmeros independiente, estos
métodos pueden alcanzar el 99% de exactitud en la medida x;(%) con umbral de 40°.
Sin embargo, se ve que los mejores métodos actuales aun estdan por debajo del 90% de
exactitud en la mayoria de los tipos de aminoécidos, por lo que hay un gran margen de
mejora en estos métodos.

En la Figura 39 se muestra la diferencia entre la maxima exactitud que se muestra
en la Figura 38 y la mejor exactitud realizada por los métodos OPUS-Rota y SCWLRA4.
En la Tabla XII se puede observar que de manera global, la mejor predicciéon con umbral
de 40° la hizo el método OPUS-Rota con una medida de exactitud absoluta x,(%) de
87.10%, mientras que la maxima exactitud es de 99.60%, y la diferencia entre ellas es

de 12.50% que es el margen de mejora para los métodos que aproximan el PSCPP.
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Figura 39. Diferencia entre la maxima exactitud global (ALL) y por tipo de aminodcido (cddigos de tres letras), y la mejor
medida de exactitud absoluta alcanzada por los métodos SCWRL4 y OPUS-Rota.

18



82

IV.4 Discusion

IV.4.1 Conjunto de pruebas

Los experimentos que se realizaron sobre el conjunto de pruebas mostraron que éste
tiene carcteristicas representativas del universo de proteinas conocidas para poderse
utilizar como base para comparaciones posteriores entre nuevos métodos que surjan.

Esto es muy importante, ya que los nuevos métodos que aproximen el PSCPP pueden
presentar sus resultados utilizando este conjunto como estandar, permitiendo una com-
paracion mas sencilla entre previos métodos, es decir, no necesitarian tener los progra-
mas de los otros métodos, ni implementarlos, sino sélamente hacer los experimentos
con sus propios métodos.

Esta ventaja se aprovecharia mas atin si se encontraran disponibles, de manera
abierta, las estructuras predichas para todos los casos del conjunto de pruebas, de ambos
métodos. Asi los grupos que quieran hacer otro tipo de comparaciones, agrupando los
residuos de una u otra manera, tengan acceso a las estructuras y de ahi hacer sus
comparaciones, como se dijo anteriormente, sin la necesidad de obtener las estructuras
nuevamente con los métodos previos.

Seria interesante hacer otro conjunto de casos de prueba, permitiendo proteinas con
méas de una cadena, inclusive un conjunto para proteinas con mas de 400 aminoacidos

(proteinas grandes) para evaluar el desempeno de los métodos para estos casos.

IV.4.2 Comparacién de métodos
Exactitud

Respecto a la comparacion de los métodos, se puede inferir que los métodos no son
sensibles a la clasificacion SCOP, ni a la clasificacién EC; sin embargo, el tipo de
aminoacido si afecta la exactitud.

Esto se viene presentanto en varios métodos, y no es un problema del método,
sino que las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos hacen que estos sean faciles
o dificiles de predecir. Por lo tanto, es importante considerar en el método el tipo de
aminodcido que se estd manipulando. Es conveniente notar que los esfuerzos de abstraer
las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos para generar mejores predicciones no

han sido suficientes.
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Maxima exactitud

Se mostré que ambos métodos tienen un margen grande de mejora. Los aspectos que
pueden estar afectando a los métodos para no alcanzar la maxima exactitud es la
biblioteca de rotameros y la funcién objetivo.

La maxima exactitud presentada en los experimentos, se obtuvo con una biblioteca
de rotameros considerada hoy en dia como obsoleta. Sin embargo, se ve que la maxima
exactitud de esta biblioteca estd arriba del 99% en la mayoria de los casos, asi que se
puede esperar que las nuevas bibliotecas permitan una exactitud del 100%, mientras

que los métodos SCWRL4 y OPUS-Rota apenas alcanzan el 85% aproximadamente.

Tiempo de ejecucién

Los tiempos de ejecucién promedio de los métodos son muy cercanos. En los experi-
mentos se pudo observar que el SCWRIL4 puede llegar a tener tiempos de ejecucién por
caso muy elevados, de hasta 140 segundos. Esto nos dice que el tiempo de ejecucion
del SCWRL4 depende del caso, mientras que el OPUS-Rota fue mas consistente, por
lo que el tiempo de ejecucién es menos dependiente del caso. Esta independencia se
presenta debido a que el OPUS-Rota se basa en la técnica de recocido simulado, por lo

que el tiempo de ejecucion es una variable del algoritmo, y no del caso de entrada.
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Capitulo V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE
INVESTIGACION

En este capitulo se presentan las conclusiones a las que se llegd con la realizacion de
los experimentos aqui presentados, asi como propuestas para mejorar la calidad de los

algoritmos analizados.

V.1 Sumario

El problema conocido como empaquetamiento de la cadena lateral en proteinas
(PSCPP) se reduce a un problema de optimizaciéon combinatoria. Para esta reduccién
se proponen: funciones de energia, que aproximan el plegamiento de las proteinas; bi-
bliotecas de rotameros, que es un método de discretizacién de los angulos de torsion
de las cadenas laterales; y métodos de busqueda para encontrar el minimo global de la
funcién de energia propuesta.

Bajo esta definicién, Akutsu (1997) demostr6 que el problema pertenece a la clase
NP-dificil, para la cual, el uso de heuristicas es una alternativa comunmente usada.

En la actualidad se tienen las dos mejores heuristicas que aproximan el PSCPP
(SCWRL4 y OPUS-Rota) y que difieren en los tres aspectos escenciales: funcién de
energia, biblioteca de rotdmeros y método de busqueda.

El método SCWRLA4 es deterministico, mientras que el OPUS-Rota se basa en la
técnica de recocido simulado, por lo que es estocastico. Estos métodos no se habian
comparado entre si, por lo que se plantea la pregunta de cudl método es mejor, y bajo
qué condiciones.

El método SCWRL3, lo utilizan ampliamente otros métodos de prediccién de es-
tructura (Canutescu et al., 2003; Wang et al., 2008). Sin embargo, su popularidad no
asegura que su calidad sea superior a la de otros métodos que aproximan el PSCPP.

Ya se mostr6 experimentalmente (Lu et al., 2008b; Krivov et al., 2009) que los
métodos SCWRL4 y OPUS-Rota son mejores que el SCWRL3. Mas aun, debido a que
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el SCWRILA4 es la siguiente version del SCWRL3 se puede pensar que el SCWRIL4 es
el mejor candidato para reemplazar al SCWRL3, aunque hay otros métodos como el
OPUS-Rota que también se deben considerar.

A continuacion se explican las conclusiones a las que se llegd en base a los experi-

mentos realizados en el presente trabajo de investigacion.

V.2 Conclusiones

La media poblacional de la diferencia de la medida x;(%) del método OPUS-Rota y
SCWRL4 (OPUS-Rota x;(%) - SCWRL4 x,(%)) estd entre 0.2066 y 0.7887 con 99%
de confianza. Este intervalo indica la cercania que existe entre las soluciones generadas
por ambos métodos.

El tiempo de ejecucion es otro criterio importante en el que ambos métodos son
similares, ya que aunque el método SCWRL4 es un poco mas rapido en la mayoria de
los casos, éste puede llegar a tardar 7 veces mas que el tiempo maximo registrado para
el OPUS-Rota.

La clasificacién SCOP no es determinante para decidir la calidad de solucién en
ninguno de los métodos, asi como tampoco lo es la clase EC. Sin embargo, el tipo de
aminodcido si es un factor relevante para la calidad de la prediccién, es decir, para
proteinas con secuencias con alta densidad de prolinas y serinas, se puede recomendar
usar el SCWRL4, mientras que para proteinas donde abunden los aminoécidos histidina,
lisina, metionina o fenilalanina, es mejor usar el OPUS-Rota, pero para todos los demés
residuos no existe un claro ganador.

Las medidas utilizadas, exactitud absoluta y RMSD, muestran aspectos muy dife-
rentes, ya que como se puede observar en las figuras 28, 29 y 31, cuando se tiene el
ejemplo de la prolina (PRO) en la que el método SCWRL4 parece generar mejores
predicciones, usando la medida de exactitud absoluta, esto no se ve reflejado de la
misma manera en el RMSD. Esto motiva a encontrar otra manera de medir la calidad

de las predicciones para el PSCPP.
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V.3 Perspectivas de investigacion

V.3.1 Implementacion de un algoritmo y pruebas adicionales

El OPUS-Rota tiene la ventaja de basarse en la técnica de recocido simulado, por lo que
es facil modificar: la funciéon objetivo, la biblioteca de rotameros, y otros parametros
como la funcién de vecindario. Esta flexibilidad proporciona una oportunidad de mo-
dificar el método para tratar de mejorarlo.

Entonces, se propone implementar un método basado en recocido simulado, pare-
cido al OPUS-Rota, para hacer varias combinaciones con diferentes funciones objetivo,
bibliotecas de rotameros y funciones de vecindario, para analizar la combinacién que
genere mejores resultados.

La biblioteca de rotameros utilizada para el método SCWRIL4 es la mas actual;
aunque aun no esta disponible. La idea es utilizar esta biblioteca de rotameros cuando se
encuentre disponible para analizar si hubo mejoras en el método OPUS-Rota. Ademas,
el método SCWRL4 utiliza el concepto de subrotameros, que consiste en utilizar como
rotameros, aquellos que esten a una distancia de +§ (desviacion estandar) de cada
rotamero de la biblioteca utilizada. Si bien este concepto representa el tener que traba-
jar con un espacio de bisqueda mayor, el método de recocido simulado puede ayudar a
minimizar el tiempo de busqueda.

Para la funcion de vecindario, se propone tener dos funciones de vecindario, que
generen conjuntos de vecindario mutuamente excluyentes, de tal manera que se ejecute
el recocido simulado utilizando una funcién, y al terminar, ejecutarlo de nuevo pero
ahora con la otra funcién de vecindario, y asi sucesivamente. Para esto se recomienda
analizar la técnica conocida como vecindarios de tamano variable (VNS) (Mladenovic
y Hansen, 1997).

Para la funciéon de energia se propone estudiar y analizar las funciones utilizadas
por el SCWRL4 y el OPUS-Rota, y tratar de encontrar una funcién que contemple lo
mejor de ambas.

Se recomienda hacer un anédlisis empleando otros parametros de las proteinas, como
la superficie expuesta al solvente. Este pardametro esta relacionado al tipo de aminoa-
cido; sin embargo, puede aportar mas informacién en el caso de aminoacidos que estan
tanto en el centro como en la superficie de las proteinas.

También se recomienda hacer experimentos con proteinas con mas de una cadena,
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para analizar si esto afecta o no en la calidad de las soluciones.

V.3.2 Medidas de calidad

Ademas de implementar un nuevo método, se propone definir otra medida de calidad
que sea continua como el RMSD, pero que se base en angulos como las medidas de
exactitud absoluta y condicional.

El problema de determinar la similitud entre un par de estructuras se viene tratando
de resolver de diferentes maneras, utilizando diferentes medidas. EI RMSD es una
métrica ampliamente utilizada para determinar la similitud entre estructuras; sin em-
bargo, cuando se aplica al PSCPP tiene algunas limitaciones.

El RMSD se basa en las coordenadas de los atomos, y en los métodos que aproximan
el PSCPP, el espacio de bisqueda son los angulos de torsion de las cadenas laterales y
no las coordenadas.

Se puede tener una conformacién, cuyos angulos sean idénticos a los de la con-
formacion nativa; pero puede tener un RMSD mayor que cero. Esto debido a que los
métodos que resuelven el PSCPP utilizan distancias promedio de los enlaces covalentes,
para pasar del espacio de angulos de torsién a coordenadas.

Por el contrario, las medidas basadas en los angulos de torsiéon, como lo son las
medidas de exactitud absoluta y condicional son medidas discretas, es decir, se propone
un umbral, y se cuenta como angulo correcto aquel cuyo error esté dentro del umbral
especificado.

Entonces, se puede tener un par de conformaciones predichas, ambas con la misma
calidad bajo estas medidas de exactitud, pero donde una, puede tener todos los angulos
exactamente igual que la conformacion nativa, es decir, que el error de los angulos sea
cero, mientras que la otra conformaciéon, puede tener el error de los angulos justo por
debajo del umbral. Se puede pensar que la mejor conformacion es la primera, aquella
cuyos angulos estan mas cerca de la conformacon nativa, pero la medida de exactitud
no distingue entre estas dos conformaciones y ambas tendrian la misma calidad, debido
a que la medida es discreta.

Por consiguiente, se ve la necesidad de crear una medida que sea continua como el

RMSD, pero que esté midiendo el error de los angulos de torsién de la cadena lateral.
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Apéndice A

IMPLEMENTACION DE ALGORITMO

A.1 Algoritmo

En esta seccion se describen los detalles de un algoritmo sencillo basado en la técnica
de recocido simulado para el problema conocido como empaquetamiento de la cadena
lateral en proteinas (PSCPP).

A.1.1 Definiciones

Se describen primero las variables que se van a utilizar en las secciones posteriores.

Aminoacidos
Sea L el conjunto que representa a los 20 aminoacidos estandar. Entonces

L = {ALA, CYS, ASP, GLU, PHE, GLY, HIS, ILE, LYS, LEU, MET, ASN,
PRO, GLN, ARG, SER, THR, VAL, TRP, TYR}

Biblioteca de rotameros
Sea RL el conjunto que representa a la biblioteca de rotdmeros independiente. Entonces
RL = {Rara, Reys, Rasp, Rorv, Rpue, Ravy, Rurs, Rice, Rrys, Rupu, Ryer

RASNa RPR07 RGLNa RARG> RSER7 RTHR7 RVA[n RTRP7 RTYR}

R, = (ri,ra,rs,....TR,|)

donde R,, para un x € L, es la biblioteca de rotameros para el aminoacido tipo = y

r; € R, es el i-ésimo rotamero para el aminoacido tipo .
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A.1.2 Entradas

Se sabe que el PSCPP tiene como entrada la estructura primaria, i.e., la secuencia de
aminodcidos de la proteina, y las coordenadas tridimensionales de la columna vertebral.

En esta seccion se definen estas variables de entrada.

Secuencia de aminoacidos

Sea A la variable de entrada que representa la secuencia de aminoacidos, ¢ la longitud

de esta secuencia, entonces

A= (al,ag,ag,...,ag)

donde a; € L es el tipo de aminoéacido del i-ésimo residuo de la cadena.

Coordenadas de la columna vertebral

Sea N, CA, C'y O las variables de entrada que representan la secuencia de coordenadas
de los &tomos (nitrégeno, carbono-a, carbono y oxigeno, respectivamente) de la columna

vertebral de la proteina, entonces

ni,nN2,N3, ... 7n€)

C:
O:

ni,ca;, ci,0; € RWV1I<i</t

(

CA = (cay,cag, cas,...,cap)
(Cl7 C2,C3, ... 7C€)
(

01, 02,03, .. '705)

A.1.3 Representacion

A continuacion se describe la forma en la que se representa una solucién en el algoritmo.
Para este problema, una solucién S es una secuencia de enteros que indican los indices

de los rotameros que se seleccionaron, uno por cada residuo. Es decir,

S - (Sl7827837"'785)
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donde 1 <'s; < |Ry,|.

A.1.4 Funcion de vecindario

Uno de los aspectos més importantes en un algoritmo de busqueda es la funcion de
vecindario (N(-)) que se utiliza para generar una solucién a partir de otra. La funcién
de vecindario se define como sigue.

Sea S una solucién, S" € N(S) <« 3j : Vi #j, s =5 8§ = (s; +1)
mod (| R, |).

Dada esta funcién de vecindario, una solucion S tiene O(¢) vecinos. Al final del
algoritmo, cuando la probabilidad de aceptar una solucién con mayor energia sea casi
nula, el algoritmo realizard una bisqueda exahustiva en los vecinos de la solucién actual,

por lo que una funcién de vecindario de tamano lineal favorece en este tipo de buisquedas.

A.1.5 Funcion de energia

Como se menciona en la Seccion II1.1.2, existen muchas y diversas funciones que se
puede utilizar para representar la energia de una proteina. Por facilidad se propone
una funcién cuya evaluacién dependa de informacion con la que ya se cuenta. A conti-
nuacion se presenta la funcién E(S) que representa la energia de una solucién S (Bower
et al., 1997).

¢ ¢ 1 ¢
ES) = > Y > Eab)+) > E(a,b)
i=1 j=i a€BB(i) beSC(j) i=1 j=i+1aeSC(i) be AT(5)
0 d(a,b) > r(a) +r(b)
E(a,b) = 10 d(a,b) < 0.8254(r(a) + (b))
57.273(1 — T(Zgi’i)(b)) otherwise

donde BB(i) es el conjunto de dtomos pesados de la columna vertebral del residuo
i ( BB(i) = {ny,ca; c;,0;} ), SC(i) es el conjunto de &tomos pesados de la cadena
lateral del residuo i (debido que los aminoécidos varian en la cadena lateral, el tamano
del conjunto SC(i) se determina por cada a;, es decir, por el tipo de aminoécido).

AT (i) = SC(i) U BB(i) es el conjunto de todos los atomos pesados del residuo .



96

E(ab)
12

10

8 \

. d(ab)
0.8254[r(a)+r(b)] r(a)+r(b)

Figura 40. Energia E(a,b) entre los 4tomos a y b con radios 7(a) y r(b) respectivamente
que estan a una distancia d(a, b).

Es decir, para cada par de atomos (a,b) tal que a, b o ambos sean atomos de la
cadena lateral de algin residuo, se calcula el término E(a,b) y la suma es el valor de
la energia para la solucién dada.

Esta energia se requiere minimizar. La funcién E(S) no tiene términos negativos,
por lo que para minimizarla se requiere que la mayoria de los términos E(a, b) sean lo
mas cercano a cero posible. En la Figura 40 se muestra la funcién E(a,b) en funcién
de la distancia d(a,b). Se puede observar que mientras la distancia entre un par de
atomos sea mayor que la suma de sus radios, E(a,b) serd cero. Por lo que al minimizar
E(S) se estd buscando una estructura cuyos atomos esten lo mas alejados unos de
otros, teniendo como restriccion las distancias de los enlaces covalentes que existen entre
algunos pares de ellos. Viéndolo desde otro punto de vista, se puede decir que la funcién
E(a,b) penaliza los choques interatémicos, es decir, que dos atomos estén ocupando el
mismo espacio. Se puede observar entonces, que el algoritmo tratara de encontrar la
solucion que genere la menor cantidad de choques interatémicos posibles; sin embargo,

no asegura que se entregue como resultado una solucién sin choques interatémicos.
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De angulos de torsiéon a coordenadas

En la Seccién A.1.3 se describe la representacién de una solucion, la cual esta dada como
un conjunto de rotameros, es decir, un conjunto de angulos de torsion tomados de la
biblioteca de rotameros. En la Seccion A.1.5 se establece la funcién de energia, en la
cual se necesita calcular las distancias entre pares de &tomos. Uno se puede dar cuenta
que existe una discrepancia en esto, ya que la representacién estd dada en angulos, y se
necesitan las coordenadas de los atomos de las cadenas laterales para calcular la energia
de una solucion.

El problema entonces consiste en convertir la informacion de los angulos de torsion
en coordendas. Al analizar este problema, uno se da cuenta que la informacién de los
angulos de torsion no es suficiente para generar las coordenadas, sino que se necesita
informacion adicional. Esta informacién se refiere a restricciones las cuales estan dadas
por los enlaces covalentes que existen en las cadenas laterales y de acuerdo con los
atomos que formen el enlace es la distancia y el angulo que forma el enlace.

A continuacién se define el problema de manera general como un problema de geo-
metria.

Dados los puntos A, B, C € R3, los angulos 6 y ¢, v la constante R € R, determinar

el punto D € R3 tal que cumpla con las siguientes condiciones.

Sean
AB=B - A
BC=C-B
Ch=D-C
n, = AB x BC
n, = BC x CD

Las condiciones que se deben cumplir son:

R = |CD| (25)
BC . CD

p— o2 2 26

‘> = IBCJ|CD| (26)
n; - 1o

cosp = ———— 27

= Tl 27)

En la Figura 41 se muestra un diagrama que ejemplifica el problema.
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Figura 41. Conversién de angulo de torisén a coordenadas. Se conocen los vectores A, B,
C, el valor de R, los angulos ¢ y theta y se quiere determinar el valor D.

Es decir, el 4&tomo con coordenadas en C estd unido al &tomo cuyas coordenadas (D)
se estdn buscando, pero se conoce la distancia (R) que debe tener el enlace covalente
que los une (Ecuacién (25)), asi como también el dngulo (6) que deben forman los
atomos con coordenadas en B, C y D (Ecuacién (26)) y el dngulo de torsién (¢) que
forman los cuatro dtomos (Ecuacion (27)).

En Parsons et al. (2005) se describen varios métodos para resolver este problema,
de los cuales el método denominado Natural Eztension Reference Frame (NeRF') es el
mas sencillo de implementar. A continuacion se muestra el procedimiento para obtener
las coordenadas del punto D utilizando el método NeRF.

Sea bc = % yn= ‘igiga. Se genera la matriz M de la siguiente manera.

M = [bc,n X be, n| (28)

Después se hace Dy = (Rcosf, Rcos@sinf, Rsin psinf) con lo que finalmente se

obtiene
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D = MD, +C (29)

La idea de este método es primero tomar al punto C' como centro de un marco de
referencia especial y colocar a Dy usando las restricciones de R, 6 y . Posteriormente
utilizar a M para convertir de este marco de referencia al original utilizando ahora la
informacion de A, By C.

En Parsons et al. (2005) utilizan estos métodos para generar las coordenadas de
los atomos de la columna vertebral en algoritmos de prediccion de estructura como
Rossetta (Simons et al., 1997), pero mencionan que estos métodos se pueden utilizar

por igual en las cadenas laterales.

A.1.6 Parametros

Como se muestra en la Seccion A.1.5, para obtener las coordenadas de los dtomos de
las cadenas laterales a partir de los angulos de torsién de las bibliotecas de rotameros,
es necesario ademas, conocer las restricciones dadas por los enlaces covalentes. Estas
restricciones se aplican la distancia (R) entre un par de dtomos unidos por un enlace
covalente y el angulo 6 formado por dos enlaces covalentes contiguos. En la Figura
41 los enlaces covalentes se muestran con las lineas discontinuas. Estos parametros
dependen de los tipos de atomos que forman el enlace, ademas de otras propiedades
quimicas.

En Engh y Huber (1991) se muestran tablas que contienen datos de distancias y
angulos de enlaces covalentes promedio que se obtuvieron estadisticamente utilizando
estructuras de proteinas conocidas. Estos datos se utilizan ampliamente para convertir
los dngulos de torsion a coordenadas.

Para utilizar estos datos fue necesario hacer una correspondencia entre los atomos
pesados de las cadenas laterales y una lista de tipo de atomo que se encuentra en Engh
y Huber (1991). En la Tabla XIV se muestran los cédigos PDB de los dtomos pesados
de los 20 aminoacidos estandar, mientras que en la Tabla XV se encuentra el tipo de

atomo correspondiente de acuerdo a las descripciones de Engh y Huber (1991).



Tabla XIV. Lista de cédigos PDB de los dtomos pesados por aminodcido.

Aminoécido

Columna Vertebral

Cadena Lateral

Atomos Principales

Atomos Redundantes
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CA
CA
CA
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CB
CB
CB
CB
CB

CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB
CB

SG
CcG
CG
CG

CG
CG1
CG
CG
CG
cG
CG
CG
CG
oG
OG1
CG1
CG
CG

OD1
CD
CD1

ND1
CD1
CD
CD1
SD
OD1
CD
CD
CD

CD1
CD1

OE1

CE NZ
CE

OE1

NE Cz

OD2
OE2
CD2

CD2
CG2

CD2

ND2

NE2
NH1

CG2
CG2
CD2
CD2

CE1

CE1l

NH2

NE1
CE1l

CE2

NE2

CE2
CE2

Cz

CE3
CZ

CZ2
OH

Cz3

CH2

00T



Tabla XV. Cédigos de los tipos de dtomos de Engh y Huber (1991) en correspondencia con la lista de dtomos de la Tabla XIV.

Aminoacido Columna Vertebral Cadena Lateral
Atomos Principales Atomos Redundantes
A NH1 CH1E O C CH3E
C NH1 CH1E (0] C CH2E SH1E
D NH1 CHI1E O C CH2E C ocC ocC
E NH1 CHI1E O C CH2E CH2E C ocC ocC
F NH1 CH1E (0] C CH2E CF CR1E CR1E CR1E CR1E CRI1E
G NH1 CH1E O CH2G
H NH1 CH1E (0] C CH2E C5 NR CR1H CRHH NH1
I NH1 CHI1E O C CHI1E CH2E CH3E CH3E
K NH1 CHI1E O C CH2E CH2E CH2E CH2E NH3
L NH1 CH1E (0] C CH2E CH1E CH3E CH3E
M NH1 CH1E (0] C CH2E CH2E SM CH3E
N NH1 CHI1E O C CH2E C O NH2
P N CHI1E (0] C CH2E CH2P CH2P
Q NH1 CH1E (0] C CH2E CH2E C (] NH2
R NH1 CH1E O C CH2E CH2E CH2E NH1 C NC2 NC2
S NH1 CH1E (0] C CH2E OH1
T NH1 CHI1E O C CHI1E OH1 CH3E
A% NH1 CHI1E 0] C CHI1E CH3E CH3E
w NH1 CH1E (0] C CH2E C5W CRI1E CwW NH1 CwW CR1E CR1W CR1E CR1W
Y NH1 CH1E O C CH2E CcY CR1E CRI1E CRI1E CR1E CY2 OH1

10T
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Con esta informacién se puede ahora obtener de Engh y Huber (1991) las distancias
de los enlaces covalentes y los dngulos de los enlaces que se necesitan como entrada
para obtener las coordenadas de un dtomo junto con un angulo de torsién.

En las Tablas XIV y XV se muestran dos columnas para los atomos de la cadena
lateral, una con encabezado Atomos Principales, y la otra Atomos Redundantes. A
continuacion se introduce el concepto de Atomos Principales y Atomos Redundates.

Los atomos principales de la cadena lateral son aquellos atomos pesados de la
cadena lateral que se requieren para calcular los angulos de torsion de la cadena lateral.
Por ejemplo, en la valina se tiene un sélo angulo de torsiéon para la cadena lateral, el
cual se define por los atomos N, CA, CB y CG1, por lo tanto los dtomos principales de
la cadena lateral para la valina son CB y CG1.

En la Tabla XVI se muestra la relacion de los dtomos que definen a cada uno de los
angulos de torsion de la cadena lateral por cada aminoacido, los cudles son los dtomos
principales de la cadena lateral.

Los atomos redundantes de la cadena lateral son aquellos atomos pesados
de la cadena lateral que no se necesitan para el calculo de los angulos de torsién de
la cadena lateral. Se les llama redundantes porque se pueden calcular a partir de los
angulos principales, ya que las propiedades quimicas de los enlaces restringen el plano
donde estos se encuentran. Usando el mismo ejemplo de la valina, se puede observar
que ademds de los 4tomos principales (CB y CG1), la cadena lateral de la valina cuenta
con un tercer atomo, CG2. Las coordenadas de este atomo se pueden calcular a partir
de las coordenadas de los atomos principales ademas de las restricciones de distancia y
angulo de los enlaces covalentes.

Para que esto quede mas claro, imagine que el i-ésimo residuo de una proteina es la
valina. Usando una biblioteca de rotdmeros se selecciona el rotdmero r = (x;). Para

calcular las coordenadas del &tomo CG1 se hace
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Tabla XVI. Relacién de dtomos para determinar los dngulos de torsién de la cadena lateral

para cada aminoacido.

Aminoécido Angulo Atomos
A ALA - - - - -
C CYS X1 N CA CB SG
X1 N CA CB cG
D ASP
X2 CA CB CcG OD1
X1 N CA CB cG
E GLU X2 CA CB cG CD
X3 CB CcG CD OE1
X1 N CA CB cG
PHE
X2 CA CB CcG CD1
GLY - - - - -
X1 N CA CB CcG
HIS
X2 CA CB cG ND1
X1 N CA CB CG1
I ILE
X2 CA CB CG1 CD1
X1 N CA CB cG
X2 CA CB cG CD
K LYS
X3 CB CcG CD CE
X4 CcG CD CE NZ
X1 N CA CB CcG
L LEU
X2 CA CB CcG CD1
X1 N CA CB cG
M MET X2 CA CB cG SD
X3 CB CcG SD CE
X1 N CA CB cG
N ASN
X2 CA CB cG OD1
X1 N CA CB cG
P PRO
X2 CA CB cG CD
X1 N CA CB CG
Q GLN X2 CA CB cG CD
X3 CB CcG CD OE1
X1 N CA CB CG
X2 CA CB cG CD
R ARG X3 CB CcG CD NE
X4 CG CD NE CZ
X5 CD NE CZ NH1
S SER X1 N CA CB oG
T THR X1 N CA CB OG1
v VAL X1 N CA CB CG1
X1 N CA CB cG
w TRP
X2 CA CB cG CD1
X1 N CA CB cG
Y TYR
X2 CA CB cG CD1
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= ca;
cb;

= 1.521!
= 110.5°2

= 3 QO W &
I

AN
Il

X1

donde n;, ca; y cb; son las coordenadas de los atomos N, CA y CB, respectivamente,
los cuales son datos de entrada. Con esto se resuelve D como se indica en la Seccion
A.1.5, y hacemos cgl, = D.

Ahora bien, para obtener las coordenadas de CG2 no es necesario otro angulo de
torsién, sino que en base al mismo angulo x; se obtienen las otras coordenadas. Se

hace,

A = n;

B = ca;

C = cb;

R = 1521t

6 = 109.5%

o = xq+120%

y se sigue el mismo procedimiento antes mencionado.

Distancia promedio de un enlace covalente entre un par de dtomos tipo CH1E - CH3E (Engh y
Huber, 1991).

2Angulo promedio que forman los enlaces covalentes con los atomos tipo CH1E - CHIE - CH3E
(Engh y Huber, 1991).

3Estos valores se muestran en la Tabla XVII.
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Tabla XVII. Valores para generar las coodenadas de los dtomos reduntandes de la cadena
lateral.

Aminoacido Atomo Redundante A B C ® 0 R
ASP(D) OoD2 CA CB CG | xo+180 120 1.249
GLU(E) OE2 CB CcG CD x3+180 120 1.249

CD2 CA CB cG X2+180 120 1.384
CE1l CB CcG CD1 180 120 1.382

PHE(F)
CE2 CB CG CD2 180 120 1.382
CZ CcG CD1 CE1 0 120 1.382
CD2 CA CB CcG X2+180 130.15 1.355
HIS(H) CE1l CB CcG ND1 180 105.6 1.319
NE2 CB CcG CD2 180 106.85 1.374
ILE(I) CG2 N CA CB x1-120 109.5 1.521
LEU(L) CD2 CA CB cG x1+120 109.5 1.521
ASN(N) ND2 CA CB cG x2+180 120 1.328
GLN(Q) NE2 CB cG CcD x3+180 120 1.328
NH1 CD NE CZ 180 120 1.326

ARG(R)
NH2 CD NE Cz 0 120 1.326
THR(T) CG2 N CA CB x1-120 109.5 1.521
VAL(V) CG2 N CA CB X14+120 109.5 1.521
CD2 CA CB CcG X2 +180 126.8 1.433
NE1 CB CcG CD1 180 110.2 1.374
CE2 CB cG CD2 180 107.2 1.409
TRP(W) CE3 CB CG CD2 0 133.9 1.398
CZ2 CG CD2 CE2 180 122.4 1.394
CZ3 CG CD2 CE3 180 118.6 1.382
CH2 CD2 CE2 CZ2 0 117.5 1.368
CD2 CA CB CcG X2 +180 120 1.389
CE1 CB CcG CD1 180 120 1.382
TYR(Y) CE2 CB cG | CcD2 180 120 1.382
CZ CG CD1 CE1l 0 120 1.378
OH CD1 CE1l CZ 180 120 1.376

A.2 Discusion y perspectivas

Existen muchos detalles que estan implicitos en el PSCPP los cuales aumentan la com-
plejidad en la implementacion del algoritmo.

El PSCPP, reducido a un problema de optimizaciéon combinatoria se compone de
tres aspectos principales: la biblioteca de rotameros, la funcién objetivo y el método
de busqueda. Debido a que las heuristicas mas exitosas para el problema se basan
en la técnica de recocido simulado, se selecciond éste como el método de busqueda.
Sin embargo, aun hay que enfrentarse al problema de la seleccién de la biblioteca de
rotameros y la funcion objetivo.

Como ya se dijo anteriormente, las bibliotecas de rotdmeros se obtienen estadistica-
mente, y se estan generando continuamente mas y mejores bibliotecas, por lo tanto lo
mejor seria seleccionar la biblioteca mas reciente. Un problema es que algunas bibliote-
cas no estan disponibles, ademas, tienen diferentes formatos y no hay un estandar para
éstas, lo cual implica implementar los métodos de lectura para cada biblioteca que se

desea utilizar.
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En este proyecto se utiliza la biblioteca independiente de la columna vertebral (Dun-
brack y Cohen, 1997), pero cabe recalcar que hay bibliotecas més actualizadas (Dun-
brack, 2002) que pudieran generar mejores resultados. La seleccién de la biblioteca se
hizo para fines didécticos.

La seleccion de la funcién de energia también representa todo un reto, ya que
los métodos actuales utilizan diversas funciones que pueden o no coincidir en algunos
términos. Para el presente trabajo se esta utilizando una parte de la funcién de energia
utilizada en Bower et al. (1997). Esta representa las interacciones del potencial de
Lennard-Jones, y penaliza los choques interatémicos.

El algoritmo aqui descrito se pretende utilizar como base para uno mas completo,
que utilice una biblioteca de rotdmeros mas actualizada (una dependiente de la columna
vertebral), que incorpore mds términos en la funcién de energia, como las probabilidades

de los rotameros, para que pueda competir con los métodos actuales.



