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Resumen

El estudio de las interacciones proteina-proteina es una campo de mucho interés para la
comprensiéon de los procesos bioldgicos existentes. Existen tanto métodos experimentales como
computacionales para determinar la estructura tridimensional de los complejos proteicos. El pri-
mero, a pesar de ser el mas preciso, es también el que presenta mayores dificultades técnicas y
costos asociados. Es por esta razén, que nace la necesidad del desarrollo de programas compu-
tacionales, que generan predicciones acerca de los posibles modos de unién entre las proteinas
involucradas en una interaccién, con un menor costo asociado en comparaciéon a los métodos
empiricos. A este tipo de programas, se les conoce como docking proteina-proteina. Sin embargo,
estos algoritmos atn no se encuentran en una etapa madura, por lo cual dia a dia se siguen
desarrollando nuevos algoritmos para mejorar su rendimiento. Dentro de los nuevos enfoques
computacionales, se encuentra la ludificacién del proceso de docking a través de plataformas
interactivas, donde los usuarios intervienen en la busqueda del espacio conformacional de unién
entre las moléculas que forman la interaccién proteica. En este trabajo, se pretende desarrollar
un sistema con este tipo de enfoque, a través de un sistema de docking proteico interactivo.

Palabras Clave — Docking proteina-proteina, interacciones proteina-proteina, complejos
proteicos
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Capitulo 1

Introduccion

Las interacciones proteina-proteina representan un importante rol en la mayoria de los pro-
cesos celulares y extracelulares, donde la formacién de un complejo tiene una consecuencia fun-
cional. Un complejo proteico corresponde a un conjunto de dos o mas proteinas que interacttian
entre si en un mismo tiempo y lugar. El anélisis de sus estructuras es un tema de gran interés, ya
que su estudio entre otras cosas facilita el descubrimiento de nuevos medicamentos. Lo anterior,
debido a que generalmente un farmaco tiene como objetivo la inhibicién de la funcién de una
proteina mediante su unién a ella.

Cada complejo posee una forma tridimensional tinica determinada por la secuencia de aminoa-
cidos que lo componen. Su estructura puede ser descrita en cuatro niveles; primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria, es tinica e influye de manera importante en la funcién del complejo.

Existen diversas técnicas para determinar de forma experimental la estructura tridimensional,
como por ejemplo; cristalografia de rayos X y espectroscopia mediante resonancia magnética nu-
clear, informacién que se encuentra almacenada principalmente en el Protein Data Bank (PDB).
Sin embargo, comparada al avance sobre proteinas individuales, la determinacién de complejos
proteina-proteina ha sido mucho menor, principalmente debido a las dificultades técnicas y costos
involucrados en los métodos empiricos. Debido a esto, surgié la necesidad de utilizar herramien-
tas computacionales, como el docking proteina-proteina, para predecir la estructura de complejos
proteicos sin utilizar métodos experimentales.

En general, los programas de docking proteina-proteina existentes predicen la estructura de
los complejos a partir de las estructuras individuales de las moléculas involucradas, a través de la
generacién de una gran cantidad de modos de unién candidatos y una posterior discriminacién
de las mejores soluciones a través de un proceso de ranking.

Debido a que los set de datos de complejos de proteinas ain no son lo suficientemente gran-
des como se esperaria para poder realizar estudios acerca de las interacciones entre proteinas
y para predecir éstas con herramientas computacionales, resulta 1til desarrollar de una forma
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novedosa, a través de un juego, una herramienta que permita aumentar estos conjuntos de datos.
Ademés de esto, existen conjuntos de datos disponibles actualmente para ser utilizados como
entradas en el sistema.

1.1. Hipoétesis

Es posible, a través de un sistema de docking proteina-proteina interactivo, generar complejos
proteicos a partir de las estructuras individuales de las moléculas involucradas, utilizando la
capacidad cognitiva de las personas para agilizar el proceso de acoplamiento.

1.2. Objetivos

Para dar respuesta a la hipotesis definida es necesario determinar de qué forma se llegara a
ella. Para ello se definen los objetivos de este proyecto.

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar un sistema de docking proteina-proteina in-
teractivo, que utilice como entradas estructuras individuales de proteinas contenidas en el PDB.
La plataforma permitira al usuario visualizar tridimensionalmente las estructuras de ambas pro-
teinas. Este deberd tomar las proteinas y ensamblarlas intentando generar el complejo proteico
con el mayor puntaje posible (de acuerdo a las funciones del modelo de docking utilizado). De
esta forma se espera generar un set de datos con los complejos de mayor puntaje obtenido por
los jugadores. De esta manera se buscar aumentar los conjuntos existentes de estructuras de
complejos de proteina.

Para lograr este objetivo se pretende: Revisar literatura acerca de los diferentes modelos exis-
tentes de docking proteina-proteina para la eleccién del modelo base del juego; Revisar literatura
de sistemas de docking interactivos, existentes hasta el momento sobre docking molecular; Re-
visar literatura de los conjuntos de datos que existen disponibles actualmente de complejos de
proteinas y proteinas individuales que serviran como entradas en el juego; Disefiar e impleme-
dentar un juego en base al modelo de docking y set de proteinas individuales seleccionados

1.3. Metodologia de trabajo

En la siguiente seccién se describe la metodologia que se utilizara para realizar la investigacion.

= Para revisar la literatura se estudiaran de forma sistematica aquellos trabajos que existan
acerca de modelos de docking proteina- proteina y de ludificaciéon del proceso de docking
molecular.

= Luego de revisar la literatura, se seleccionaré el modelo de docking méas adecuado segin lo
estudiado para utilizar como base en el desarrollo del juego.

= También se estudiard de forma sisteméatica la literatura existente acerca de los conjuntos
de datos que hay disponibles acerca de complejos de proteinas y de proteinas individuales,
seleccionando aquellos que sean més adecuados para el desarrollo del juego.
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1.4.

Se determinara de acuerdo a los articulos estudiados sobre juegos de docking existentes el
mas adecuado para desarrollar docking proteina-proteina.

Luego, se realizard el disefio de la aplicacién y su implementacion.

Por dltimo, después de la implementacion del juego, se realizaran pruebas para testear el
correcto funcionamiento de la aplicacién.

Composicién del informe

El presente trabajo se encuentra dividido en seis capitulos. A continuacién se describe breve-
mente el contenido de cada uno de ellos.

(a)

Introduccidon: Presentacion del tema a tratar, hipotesis, objetivos y metodologia de tra-
bajo.

Marco Teérico: Descripcion de principales conceptos y teoria asociada al tema de inves-
tigacién.

Estado del Arte: Evaluacion de las principales diferencias entre los programas de docking
proteina-proteina mas utilizados en la actualidad y breve descripcién de sistemas interac-
tivos similares al desarrollado en este proyecto.

Prediccién de PPI a través de Interfaces Interactivas: Presentacion del problema
abordado,la solucién propuesta y el método utilizado para llevar a cabo dicha propuesta.
Resultados Exposicién de la aplicaciéon interactiva obtenida a partir de la metodologia
utilizada, asi como una breve discusién acerca de los resultados obtenidos de su desarrollo.
Conclusiones: Principales conclusiones a partir de los resultados obtenidos, como también
el trabajo a futuro para mejorar estos resultados.

Ademas, al final del informe se adjuntan las referencias con los articulos utilizados en el proceso
de investigacion.



Capitulo 2

Marco Teoérico

El presente capitulo tiene por objetivo describir los principales conceptos asociados a la
formacion de complejos proteicos y a su prediccién, facilitando al lector la comprensién de las
secciones posteriores.

2.1. Proteinas

Las proteinas tienen un importante rol en los organismos vivos, practicamente todos los pro-
cesos bioldgicos dependen de sus funciones.

Los bloques de construccién o componentes béasicos de una proteina son los aminodcidos. Un
aminodcido es una molécula orgénica que se compone de un grupo acido (carboxilo) y uno bésico
(amino), ambos unidos a un carbono (Blanco y Blanco, 2017).

A partir de veinte tipos diferentes de aminodcidos se construyen todas las proteinas existen-
tes y estos se unen entre si a través enlaces no ramificados. A la unién entre aminodcidos se
le conoce como enlace peptidico y a una molécula formada por varios aminoacidos se le llama
polipéptido.

Por tanto, una proteina puede ser definida como una molécula formada por una o mas cadenas de
aminoécidos (polipéptidos), plegadas y enrolladas con una estructura tridimensional especifica.
La estructura adquirida por una proteina define en gran parte la funcién que desempena. Dos
proteinas con una estructura tridimensional similar se asume, generalmente, cumpliran funciones
similares (Blanco y Blanco, 2017).

La estructura que adquiere una proteina no depende tnicamente de la cantidad de aminoé-
cidos que la componen. Existen diferentes niveles de organizacién en una proteina:

= Estructura Primaria: Relacionada con la secuencia lineal en que estan distribuidos los
aminodcidos en las cadenas (Figura 2.1.a). La secuencia primaria de aminoacidos especifica
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una estructura tridimensional que se forma para cada proteina.

= Estructura secundaria: Define la distribucién espacial de los plegamientos de la secuen-
cia de aminoacidos primaria tales como hélices «, hojas 8 y bobinas o bucles, los que
contribuyen a la forma general de la proteina (Figura 2.1.b). Esto sucede cuando la secuen-
cia de aminoacidos se une a través de enlaces de hidrégenos.

= Estructura Terciaria: Determina la estructura tridimensional completa de la proteina y
se origina cuando estan presentes ciertas atracciones entre hélices o y hojas 8 (Figura 2.1.c).

= Estructura Cuaternaria: Solo se da en proteinas formadas por més de una cadena
polipetidica. Cada cadena conforma una subnidad y la unién entre ellas da origen a la
estructura cuaternaria de la proteina (Figura 2.1.d).
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v;? ngoq a) Estructura Primaria
h E
Aminodcidos m

Hoja B Hélice a

¢) Estructura Terciaria
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Hélice o

Figura 2.1: Ordenes de la estructura de una proteina. a) Estructura primaria, b) estructura
secundaria, c) estructura terciaria y d) estructura cuaternaria. Créditos Imagen: National Human
Genome Research Institute (NIH).

b) Estructura Secundaria

d) Estructura Cuaternaria
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2.1.1. Interacciones proteina-proteina (PPI)

Las proteinas se unen asi mismas como también junto a otras biomoléculas (moléculas en-
contradas en organismos vivos): acidos nticleicos, cofactores orgdnicos e inorganicos, entre otros.
Estas interacciones son la causa de muchas de las reacciones bioquimias en los sistemas biolégicos
(Bagchi, 2018).

Cuando la asociacién se produce entre proteinas se le conoce como interaccién proteina-proteina
(PPI, por sus siglas en inglés) y es posible encontrar diferentes tipos entre ellas. Uno de los
factores més utilizados a la hora de determinar el tipo de interacciéon entre proteinas corresponde
a la interfase formada. A continuacion se describe brevemente junto a las principales fuerzas que
influyen en la formacién y estabilidad de los complejos de proteinas.

(a) Interfase PPI

Es el area entre las dos cadenas de proteinas que forman el complejo. Si la composicién
de aminoacidos de las dos cadenas es la misma, se le llama interfase homomérica y si son
distintas, interfase heteromérica.

La interfase PPI tiene las siguientes caracteristicas:

» Area superficial: En el caso de proteinas heterodiméricas, la superficie generalmen-
te es del orden de 600 A2 (1 A? equivale a 10-20 m?), mientras que para proteinas
homodiméricas puede ser incluso mayor.

= Forma de la interfase: Se caracteriza por ser casi plana y estar separada en dos
zonas; el nucleo que se encuentra enterrado en la interfase y el borde, que es accesible
al solvente.

= Composicién de los aminoacidos: Generalmente se encuentra una gran cantidad
de aminodcidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano, tirosina e histidina) y arginina.
Mientras que la cisteina cominmente no es encontrada en este sitio.

= Distribucién estructural secundaria: La interfase se encuentra compuestas de re-
giones con plegamiento de tipo hoja .
(b) Clasificacién de las interfase PPI
Existen varias formas de clasificar las PPI entre las que se encuentran aquellas basadas

en la naturaleza de las proteinas involucradas, la estabilidad de los complejos PPI, la dura-
cién de vida de la interaccion entre las proteinas y la naturaleza de la interfase PPI entre
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las proteinas involucradas.

= Naturaleza de las proteinas que interactdan: Si las proteinas involucradas en
la interaccién tienen la misma composicion de aminoacidos forman homo-oligémeros,
con simetria. De lo contrario forman hetero-oligbmeros.

= Estabilidad de los complejos de proteinas que interactiian: Cuando las pro-
telnas que interactian no pueden existir en estado libre y son estables sélo en asocia-
ci6n multimérica, son llamados oligémeros obligados (homo-obligémeros y/o hetero-
obligémeros). Por otra parte, cuando las proteinas involucradas en la interaccién si
pueden existir en estados libres individualmente se les llama no-obligados.

= Vida de la PPI: Cuando la interaccién es altamente estable y necesita de una influen-
cia externa para romperla, son llamados complejos permanentes, en caso contrario,
son llamados complejos transitorios.

= Naturaleza de la interfase de interaccion: Cuando las proteinas que interactiian
utilizan la misma interfase para unirse entre ambas, son llamado complejos isélogos.
Mientras que en los complejos heterélogos, las proteinas individuales utilizan diferen-
tes interfases para formar PPI sin ninguna simetria cerrada.

(c) Fuerzas que intervienen:

= Interacciones electrostaticas:
Es un tipo de fuerza de largo alcance y se genera debido a que las moléculas se encuen-
tran altamente cargadas, pudiendo ser atraidas o repelidas por otras. Corresponde a
uno de los principales factores que influyen en la formaciéon de complejos.

= Enlaces hidrégeno: Corresponden a un tipo de atraccién débil entre moléculas que
poseen carga eléctrica. Esta fuerza es originada por la atraccion electrostica siendo
capaz de modificar las propiedades quimicas de una molécula.

= Fuerzas de Van der Waals: Es una fuerza eléctrica de atraccion, débil y general-
mente transitoria, de un atomo por otro. Es generada debido a la nube de electrones
que posee cada atomo y que puede fluctuar. La formacién de un dipolo en un d&tomo
es capaz de inducir un dipolo complementario, de corta duracién, con otro dtomo a
una distancia suficientemente cerca.

Para poder estudiar la interaccién entre proteinas y determinar sus caracteristicas, como la
mencionada interfase de interaccién, es necesario conocer la estructura del complejo proteico
formado. La importancia de la estructura como se menciond en secciones anteriores, es la gran
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influencia sobre la actividad o funcién que desempena el complejo.

Al igual que una proteina individual un complejo posee cuatro niveles de organizacién estruc-
tural: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, e idealmente se busca realizar los estudios
utilizando estructuras determinadas de manera experimental.

Sin embargo, como se indicé en el Capitulo 1 la rapidez y costos de este tipo de métodos
no es la deseada. Para complementar esta falencia se han desarrollado métodos computacionales
como una alternativa que cada dia mejora en los resultados obtenidos pero que dun no se en-
cuentra en una etapa madura.

A continuacion, se describen las principales caracteristicas de este tipo de programas, conocidos
como docking proteina-proteina.
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2.2. Docking proteina-proteina

El problema de docking proteina-proteina puede ser definido como la predicciéon correcta de
la estructura de un complejo proteico dadas las estructuras individuales de las proteinas involu-
cradas (Vakser, 2014). En el caso mds general, no existe otra informacién mas que la estructura
de cada proteina individual, mientras que en algunos casos hay conocimiento sobre el sitio de
union, lo cual simplifica bastante el proceso.

Existen tres componentes principales que componen el proceso de docking; la representacién
del sistema, el proceso de busqueda del espacio conformacional y el ranking de las soluciones
candidatas.

En primer lugar, se selecciona la representacién del sistema. Este paso influird directamente en
los dos componentes restantes.

Luego se realiza el proceso de biisqueda cuyo objetivo es obtener las posibles conformaciones o
modos de unién candidatos de las proteinas que forman el complejo. En cambio, la tarea de la
funcién de puntuacién es discriminar de forma efectiva las conformaciones correctas de los falsos
positivos obtenidos en la etapa de muestreo. Ambos procesos; btisqueda y puntuacién, pueden
ser realizados de forma conjunta o en etapas separadas (caso de enfoques post-docking).

En la Figura 2.3 se resumen las caracteristicas mencionadas en cada componente del método
de docking proteina-proteina. Mientras que en la Figura 2.2 se ejemplifica graficamente el proce-
so de docking realizado a partir de las estructuras individuales de dos proteinas para obtener el
complejo 1UDI (c6digo PDB), luego de realizar la biisqueda y puntuacién de las poses obtenidas.

Scoring
function

Figura 2.2: Ejemplo de un proceso de docking proteina-proteina donde el complejo de dos pro-
teinas individuales (c6digo PDB 1UDI) se construye a través del muestreo de conformaciones de
unién y posterior evaluacién y ranking. Imagen extraida desde (Huang, 2014).
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Representacion Influye en el método de
S .
del sistema muestro y puntuacion

Docking > Busqueda/Muestreo para generar Numero considerable de
proteina-proteina o q soluciones candidatas

A

Forma conjunta o en
realizados en etapas separadas

Ranking de las

—- Puntuacion —realiza— g ! ;
soluciones potenciales

Figura 2.3: Componentes principales del proceso de docking proteina-proteina; represetacion del
sistema, busqueda y puntuacion.
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A continuacion se describen de forma més detallada las caracteristicas mas importantes de
los procesos de busqueda y puntuacion.

2.3. Proceso de busqueda

Las estrategias de busqueda utilizadas actualmente pueden ser divididas en tres grandes
grupos; busqueda global exhaustiva, coincidencia local de caracteristicas de forma y busqueda
aleatorizada, ademas de una categoria adicional de enfoques post-dockings.

2.3.1. Busqueda global exhaustiva

Debido a la falta de informacién acerca de los sitios de unién (lugar en que se unen las pro-
tefnas que forman el complejo) generalmente se requiere una biisqueda global para encontrar las
posibles orientaciones en las que se ensamblan las proteinas de la interacciéon a analizar. Esta
busqueda es realizada sobre seis grados de libertad, tres asociados a la traslaciéon y tres a la
rotacién de una proteina con respecto a la otra.

De manera general en este tipo de algoritmos, una de las proteinas se deja fija (molécula es-
tatica) mientras que la otra (molécula en movimiento) es desplazada alrededor de la primera. A
menudo se realiza primero la bisqueda en el espacio rotacional, girando la molécula en movi-
miento en un angulo de Euler (coordenada angular tridimensional) en el espacio rotacional 3D.
Luego de aplicar la rotacién, se realiza una busqueda exhaustiva en el espacio traslacional de
tres dimensiones para la proteina moévil con respecto a la estatica. Este proceso se repite hasta
completar la bisqueda en el espacio rotacional 3D completo.

A causa de la gran cantidad de traslaciones y rotaciones en el espacio de seis dimensiones, el
costo computacional continia siendo un desafio aiin cuando las proteinas son tratadas general-
mente como cuerpos rigidos (no se considera cambios conformacionales en las proteinas durante
la bisqueda). Por lo tanto, la eficiencia es un factor critico a la hora de desarrollar este tipo de
algoritmos.

Dentro de los algoritmos de btsqueda global exhaustiva mas utilizados se encuentran:

» Algoritmos basados en la transformada de Fourier (FFT)

Una de las principales caracteristicas de este tipo de algoritmos es su capacidad de realizar
la bisqueda sobre el espacio traslacional 3D completo de una sola vez a través del espacio
imaginario, realizando varios calculos de FFT.

De esta manera aceleran el proceso de biisqueda en tres grados de libertad, reduciendo
el costo computacional de la bisqueda de O[N®] a O[N3log(N?)] mientras es capaz de
cubrir cada posicién de la grilla del espacio 6D.
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El principio general en que se basan estos programas es el mismo, variando la forma en que
son mapeados sobre la grilla los potenciales de los 4tomos de las proteinas y la funcién de
puntuacién y/o potenciales utilizados (Huang, 2014).

En la Figura 2.4 se muestra un ejemplo en formato 2D utilizando un esquema de pun-
tacién de complementariedad de la forma bésico.

Se denomina a la proteina estatica como R, y a la en movimiento L. Ambas proteinas
son representadas como grillas sobre un espacio cartesiano de dimensiones N x N x N
como en observa en la parte a) de la imagen.

Los valores que toma cada grilla son calculados al aplicarle tanto a R como L una funcién
que representa los términos energéticos de sus atomos.

Luego de esto, la parte b), de forma simultdnea son calculadas las correlaciones o pun-
tajes de coincidencia para todas las traslaciones relativas entre dos grillas a través de dos
céalculos de transformadas de Fourier.

En este ejemplo un valor mayor de C(z,y) significa una mejor correlaciéon o puntaje de
coincidencia entre ambas proteinas.

Por tltimo, en la ¢) de la Figura 2.4el complejo final es construido aplicando las tras-
laciones relativas a las grillas de la proteina L.
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i,

Figura 2.4: Ilustracién de un algoritmo de busqueda basado en la FFT. a) Representacién de
las proteinas en un espacio cartesiano 2D, b) Célculo de puntajes de coincidencia a través del
célculo de FFT y ¢) Construccién de la pose del complejo proteico. Créditos Imagen: (Huang,

2014).
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= Algoritmos basados en busqueda directa

Este tipo de algoritmo busca coincidencias entre ambas proteinas en un espacio carte-
siano 3D grillado con ayuda de algunos métodos de aceleracién entre los que destacan, la
aplicacién de operadores booleanos y reglas heuristicas. Tomando como ejemplo el progra-
ma BIGGER, uno de los programas que utiliza este método de btisqueda, primero se mapea
la forma molecular de las dos proteinas en la grilla 3D. Luego, a cada punto de la grilla
se le asigna un valor simple, como “1” si estd ocupada por la proteina o “0” si no lo esta.
Este sistema de representacion es similar al utilizado en FF'T, excepto que en la btisqueda
directa los valores utilizados son mas simples.

La eficiencia de este enfoque es menor a los algoritmos basados en FFT. Sin embargo, debi-
do a que opera directamente sobre el plano cartesiano es mas controlable, resultando mas
facil la incorporacién de flexibilidad en las proteinas e informacién bioldgica (Huang, 2014).

En la Figura 2.5 se resumen los principales programas de docking de acuerdo al algoritmo de
busqueda exhaustiva que utilizan.

- ~ HEX
Transformada esférica
de Fourier (SFT) ERODOX

——»  FTDock
—» DOT
—» GRAMM

— /ZDOCK

Transformada rapida

: L ¢— MolFit
de Fourier (FFT)

Busqueda global S—

exhaustiva
—» PIPER
—» F2DOCK
|~ SDOCK

—» ASPDock

~— Cell-Dock

SOFTDOCK

Busqueda directa en el

- - BIGGER
espacio cartesiano

SKE-DOCK

Figura 2.5: Principales tipos de busqueda global exhaustiva y programas de docking que las
utilizan (Huang, 2014).
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2.3.2. Coincidencia local de caracteristicas de forma

En este tipo de algoritmos las proteinas son representadas por formas moleculares. Luego,
se aplican métodos para encontrar coincidencias que muestren una buena complementariedad
de forma local entre ambas proteinas. Este tipo de algoritmo, caracterizado por la rapidez del
proceso de busqueda, normalmente genera una gran de cantidad (decenas de miles) de posibles
orientaciones de unién en minutos, resultando practico desde el punto de vista computacional.
Una de las diferencias que presenta con los algoritmos de busqueda global exhaustiva, es que
la buisqueda en los seis grados de libertad no es presentada de forma tan explicita. En cambio,
son incluidas implicimante en una matriz de transformacién para una coincidencia y sélo son
calculadas cuando una orientacién de unién o pose es construida a través de la coincidencia
(match).

= Algoritmo de geometria de la distancia

En la Figura 2.6 se ilustra un algoritmo basado en este tipo de busqueda utilizado por
el programa DOCK.

En primer lugar, se determina la superficie molecular de una de las proteinas (R)) (general-
mente la de mayor tamano) y a continuacién se generan puntos de esfera que representan la
forma del sitio de unién en esta proteina (se debe tener informacién acerca de su ubicacién).

Luego, se construyen posibles complejos proteicos haciendo coincidir los atomos de la pro-
teina restante (L) con los puntos esféricos utilizando para ello un algoritmo de geometria
de la distancia.

Una coincidencia (match) se considera exitosa cuando los bordes de todos los puntos es-
féricos definidos en la proteina R coinciden con un conjunto de dtomos de la proteina L
dado una tolerancia de distancia. A partir de una coincidencia exitosa es construida una
posible orientacién de union.

Ay
J*:‘\T"'ﬁ: )

g s
Puntos esféricos ;‘J--'g'*—- By

L o 2 o

-2 . .
Yo ':?-- Coincidencia

Figura 2.6: Ilustracion del algoritmo de biisqueda basado en geometria de la distancia y que es
utilizado por DOCK. Créditos Imagen: (Huang, 2014).
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= Hashing Geométrico

Este tipo de algoritmos realizan una bisqueda global mediante encontrando coinciden-
cias (matches) locales de descriptores de forma.

En la Figura 2.7 se ilustra un algoritmo basado en este tipo de busqueda utilizado en
el programa PatchDock.

En primer lugar, se calculan las superficies moleculares para ambas proteinas. Luego de
esto se aplica un algoritmo de segmentacién para detectar tres tipos de parches geométricos
(descriptores de forma) sobre la superficie molecular: piezas superficales concavas, convexas
o planas.

La generacion de posibles complejos es llevada a cabo mediante la concidencia entre par-
ches superficiales siguiendo la regla de Hashing Geométrico. Esta regla indica que parches
convexos coinciden con parches convacos, mientras que los de tipo plano pueden coincidir
con cualquier tipo.

Hashing
geomeétrico

Figura 2.7: Tlustracién del algoritmo de btsqueda utilizado en PatchDock basado en Hashing
geométrico. Créditos Imagen: (Huang, 2014).
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Dentro de las desventajas de este tipo de busqueda es que muchas de las orientaciones de
unién generadas incluyen choques atémicos. Por tanto, generalmente se efectia un filtro para
eliminar aquellas soluciones que presentan demasiados choques.

Ademads, tienden a generan mas orientaciones de unién hacia aquellos sitios con mejor com-
plementariedad de forma, siendo necesario a menudo, incluir un paso de post-agrupamiento para
eliminar la redundancia en las soluciones finales.

Por dltimo, en la Figura 2.8 se detallan ejemplos de programas que utilizan diferentes pro-
gramas que utilizan algoritmos de bisqueda basados en coincidencia local de caracteristicas de

forma.

Coincidencia local de
caracteristicas de forma

—

—

———

Algoritmo de

DOCK

geometria de distancia

Hashing geométrico

\J

» PatchDock

Algoritmo genético

Figura 2.8: Principales tipos de algoritmos de coincidencia local de
programas de docking que los utilizan (Huang, 2014).

»=  SymmDock

> LZerD

» GAPDOCK

caracteristicas de forma y



Capitulo 2. Marco Teérico 19

2.3.3. Busqueda aleatoria

Este tipo de algoritmos es utilizado tanto para busqueda global como para local, sin existir
una representacion molecular especifica, a diferencia de los casos anteriores. Sin embargo, se suele
realizar una busqueda a nivel atémico, a pesar de ser posible utilizar una representacion de grilla
o modelos reducidos de proteinas para acelerar el proceso de busqueda.

En la busquea aleatoria una de las proteinas se mantiene fija, representada como atomos o
grilla, dependiendo del algoritmo. Luego, la otra proteina se posiciona de forma aleatoria alre-
dedor del sitio de unién (bisqueda local) o alrededor de toda la molécula de la proteina estatica
(busqueda global) utilizando un cierto niimero de reglas.

Es posible usar algoritmos con el fin de optimizar el proceso de ubicacién con informacién como
la forma molecular y/o superficie molecular, generando orientaciones iniciales de unién mas ade-
cuadas.

A continuacién, a partir de las posiciones iniciales, cada orientacién de unién generada es opti-
mizada y/o refinada por medio de un muestreo de etapas multiples y/o mediante un enfoque de
modelamiento multiescala utilizando algoritmos estocasticos como; algoritmos genéticos o méto-
dos de Monte Carlo.

Este tipo de bisqueda similar a los algoritmos de coincidencia local de caracteristicas de forma
no realiza una biisqueda exhaustiva del espacio 6D completo. Los pardmetros de cada orientacion
de unién correspondientes a los seis grados de libertad se obtienen a partir de su ubicacién inicial
y se ajustan mediante el proceso de optimizaciéon posterior.

En la Figura 2.9 se presentan algunos ejemplos de programas de docking que utilizan este tipo
de algoritmos de busqueda, entre ellos se encuentran RosettaDock, ICM-DISCO, ATTRACT,
HADDOCK, SwamDock y AutoDock.
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~———» RosettaDock

( Montecarlo f
" ATTRACT
——» HADDOCK
Optimizacion del
Busqueda aleatoria —_ > “enjambre” de » SwarmDock
particulas
|  Algoritmo genético » AutoDock

Figura 2.9: Principales tipos de algoritmos de busqueda aleatoria y programas de docking que
los utilizan.
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2.3.4. Enfoques post-docking

En este caso, este tipo de aproximaciones no forman una categoria de algoritmos de btsque-
da propiamente tal, sino que son un tipo de de refinamiento de docking que no necesita de un
algoritmo de buisqueda propio.

Estos enfoques por lo general tienen una estructura jerarquica y presentan por lo menos dos
etapas procedimentales.

En primer lugar, se realiza un muestreo de las posibles orientaciones y/o conformaciones de unién
utilizando un programa de docking inicial, que puede ser cualquiera de los descritos anteriormen-
te.

Luego, una cierta cantidad de soluciones candidatas con los mejores puntajes obtenidos en el
primer paso, pudiendo variar entre cientos a decenas de miles, son optimizadas y re-clasificadas
utilizando una técnica de puntuacién mas sofisticada, en donde puede incorporarse flexibilidad
en las proteinas e informacion biologica.

Esta de separacién entre busqueda y puntuacién simplifica de manera importante el proceso
computacional.

La principal razén del uso del enfoque post-docking es que los programas iniciales de docking
proteina-proteina normalmente generan al menos un modo de unién casi nativo (“hits”) en un
cierto nimero de orientaciones y/o conformaciones de unién.

Dado el éxito razonable de los actuales programas de docking proteina-proteina en la gene-
racién de hits dentro de las soluciones candidatas con las mejores puntuaciones, los algoritmos
de post-docking han experimentado un progreso significativo.

Por dltimo, en la Figura 2.10 se muestran los principales programas de docking que utilizan
este tipo de enfoque. Entre ellos se encuentran: RPScore, ZRANK, PyDock, Empire, DARS,
DECK, entre otros.
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~———m RPScore
|—®  ZRANK

Uso de funciones de Pybock

— s —
puntuacion avanzadas EMPIRE

= DARS
— DECK
—— =  SIPPER

—* MDockPP

— PIE

~——®»  MultiDock

. y——® SmoothDock
Enfoques post-docking — Consideracion de la

flexibilidad de las proteinas —»  RpOCK

——®  FireDock

——®  FiberDock

— = EigenHex

SDU

= Otros protocolos de ranking
CyClus

CONSRANK

Figura 2.10: Principales tipos de enfoques post-docking y programas que los utilizan (Huang,
2014).
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A modo de resumen, en la Tabla 2.1 es posible observar un cuadro comparativo sobre las
principales caracteristicas de los algoritmos mas utilizados en los programas de docking proteina-
proteina actuales de acuerdo a la obtenido por (Huang, 2014).

Debido a que los métodos basados en la correlacion FFT y SFT brindan un buen equilibrio
entre eficiencia computacional y bisqueda global exhaustiva la mayor parte de los programas
existentes estan basados en este tipo de algoritmos.

Aleoritmo Btsqueda | Bisqueda | Bisqueda | Docking | Docking | Representacién | Costo

& exhaustiva | global local rigido flexible | molecular computacional
Basado en la Basada en .
correlacion de FFT X X X grilla Bajo
Busqueda basada X X X Supel,rﬁme Bajo
en SFT armonica
Busqueda directa X X X X Bésada o Medio-Alto

grilla

Cmpmdenma local X X X Grilla o Medio
de forma superficie
Busqueda aleatoria X X X X Basada en atomos | Alto

Tabla 2.1: Comparaciéon de los principales algoritmos de bisqueda utilizados actualmente. Mo-
dificado a partir de (Huang, 2014).

2.4. Funciones de puntuacion

El objetivo principal de aplicar funciones de puntuacion en los programas de docking es

identificar las conformaciones de unién correctas entre las posibles orientaciones generadas en el
proceso de busqueda.
Para esto existen dos caracteristicas importantes que deben cumplir estas funciones; ser lo sufi-
cientemente rapidas para ser aplicadas a un gran ntimero de soluciones candidatas y ser capaces
de discriminar de forma efectiva soluciones nativas correctas, especialmente cuando no existe
informacién acerca del sitio de union.

Los algoritmos de puntuacién existentes se dividen en tres grupos principales; funciones ba-
sadas en campos de fuerza, funciones empiricas, funciones basadas en conocimiento y funciones
de consenso (Figura 2.11).

A continuacion se presenta un breve descripcion de cada categoria:

Funciones de campos de fuerza: Este tipo de algoritmos se basa principalmente en las in-
teracciones fisicas atomicas donde podemos destacar las interacciones de van Der Waals,
interacciones electrostaticas y fuerzas de estiramiento y torsién de la unién. Los parame-
tros son obtenidos generalmente de datos experimentales y calculos mecdnicos cuanticos a
partir de principios fisicos.

Funciones empiricas: Estiman la afinidad de unién entre las proteinas calculando la sumato-
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ria de un conjunto de términos energéticos ponderados. Dentro de los pardmetros utilizados
pueden encontrarse energia de van Der Waals, electrostatica, puentes hidrégeno, desolvata-
cién, entropia, entre otros. Debido a que utilizan términos de energia mas simples son mas
rapidas a la hora de realizar los calculos, comparadas con las funciones basadas en campos
de fuerza.

Funciones basadas en el conocimiento/potencial estadistico: Calculan potenciales ener-
géticos a partir de informacién estructural atomica obtenida de manera experimental. Los
potenciales por pares son obtenidos a partir de la frecuencia de ocurrencia de pares de
atomos en una base de datos utilizando la relacién de Boltzman inversa. Comparado con
las categorias anteriores, provee un buen equilibrio entre precisién y rapidez.

Funciones de consenso: Se basan en la combinacién de multiples funciones de puntuaciéon

para asi aprovechar las ventajas de cada una y equilibrar sus falencias, mejorando de esta
forma la probabilidad de encontrar soluciones correctas.

— Campos de fueza

" Empiricas
Funciones de )
puntuacion EE— Categorias H
e Basadas en
conocimiento

Puntuacién de
consenso

Figura 2.11: Principales categorias de funciones de puntuacién para docking proteina-proteina.
Modificado a partir de (Huang et al., 2010).
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Estado del Arte

En esta seccién se describe el estado actual de las investigaciones relacionadas con los progra-
mas de docking proteina-proteina. En primer lugar, se compara, en relacion a diferentes caracte-
risticas, el comportamiento de los principales programas de docking proteina-proteina existentes
en la actualidad. Luego, se describen brevemente aplicaciones interactivas de docking molecular,
similares a la implementada en este trabajo.

3.1. Evaluacién de los programas globales de docking

Dentro de las diferentes estrategias de btsquedas descritas anteriormente, como se mencio-
no, el método de FFT es capaz de alcanzar un buen balance entre eficiencia computacional y
busqueda exhaustiva global. Es por esta razén, que gran parte de los programas de docking
proteina-proteina utilizados actualmente se basan en este método de biisqueda. Como ejemplo
podemos nombrar; FTDock, GRAMM, MolFit, DOT, ZDOCK1.3, ZDOCK2.1, ZDOCK2.3.2,
ZDOCKS3.0.2 y PIPER, entre otros .

Por otro lado, las funciones de puntuacién han experimentado una evolucién mas significati-
va en comparacion a las algoritmos de buisqueda.
Entre los programas de docking proteina-proteina maés recientes se observan dos tendencias en
cuanto a la puntuacién (Huang, 2015).
La primera, corresponde a utilizar una algoritmo de puntuacién mas sofisticado formado por va-
rios parametros de energia, ademas de incluir términos enérgeticos adicionales como potenciales
basados en conocimiento o modificando algoritmos de puntuacién existentes.
La segunda, es hacer uso de paquetes de software como la libreria 3D convolution o de las nue-
vas tecnologias de hardware, como la unidad de procesamiento grafico (GPU), para acelerar el
proceso de busqueda.

En la Tabla 3.1 se detallan diferentes programas de docking indicando su version, algoritmo
de busqueda y funcién de puntuacién utilizadas.
Tal como se menciond, la mayor parte de los algoritmos analizados utiliza un algoritmo de
busqueda exhaustivo basado en la transformada rapida de Fourier. Mientras que en la eleccién

25
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de la funcién de puntuacion hay mayor divergencia en los tipos utilizados.

Programa Version Algoritmo de bisqueda Funcién de puntuacién

ATTRACT - Busqueda aletatorizada Potencial efectivo tipo LJ y electrostatica

PatchDock 613 Coincidencia local de forma Complementariedad geométrica de forma

FTDock ) Basado en la correlacién FFT Complen}e.ntarledad de la forma e interacciones
electrostéaticas

GRAMM 1.03 Basado en la correlacion FFT  Concidencia de forma e hidrofébica

MolFit 9 Basado en la correlacién FFT Cplnpl/cnfmnta}ﬂcdad goonletrlca, Conllplcmontarlcdad
hidrofébica e interacciones electrostéticas

DOT 2.01 Basado en la correlaciéon FFT  Energias de van der Waals y electrostaticas

ZDOCK 1.3 ) Basado en la correlacién FFT Complemerllt.arledad de la forma, desolvataciéon
y electrostatica

ZDOCK 2.1 - Basado en la correlacion FFT Complementariedad de la forma por pares

ZDOCK 2.3.2 - Basado en la correlaciéon FFT Compleme.r}tarledad de 1?,1 forma por pares,
desolvatacion y electrostatica

ZDOCK 3.0.2 - Basado en la correlacién FFT Compl('ementarledad de la forma, electrc{st?tlca y
potenciales de pares basado en el conocimiento

PIPER ) Basado en la correlacién FFT COIIIpl?II}eTltéI‘ledad de .la férma7 1nteracgones o
electrostaticas y potenciales de pares basados en el conocimiento

SDOCK 1p0 Basado en la correlacion FFT Potenc.1a1 de van d/er' Waals, COl,l SOt geometrlca.,/
potencial electrostético y energia de desolvatacién

HEX 6.3 Basado en la correlacion SFT  Complementariedad superficial y electrostatica

FRODOCK 104 Basado en la correlacién SFT V20 der Waals, electrostatica y desolvatacion

del conocimiento basado en potenciales.

Tabla 3.1: Programas de docking analizados en la revision de (Huang, 2015).

A continuacién se describen las principales conclusiones obtenidas por la revision realizada
en (Huang, 2015), donde se evalué el desempeno de 14 programas de docking proteina-proteina

global.

3.1.1.

Desempeno general

En general ZDOCK3.0.2 presenta el mejor desempeno con tasas de éxito del 11,9 %, 30,7 %

y 52,3 % cuando se consideraron las primeras 1, 10 y 100 predicciones, seguido por SDOCK,
PIPER y FRODOCK. Por otro lado, el programa que mostré el peor desempefio fue FTDock
(Tabla 3.2). Todos los programas de docking serian capaces de obtener predicciones correctas
para ~ 50 % o mds de los objetivos (targets) en aplicaciones realistas como CAPRI si existiera
informacién acerca del sitio de unién o estuviera disponible un enfoque post-docking ideal para
procesar algunas miles de predicciones.

Una conclusion importante obtenida a partir de los resultados de la revisién es el que las tasas
de éxito de todos los programas bordean o superan el 50 % cuando se considera un rango mayor
de predicciones (2000 en este caso).

Esto podria indicar que las diferencias entre las tasas de éxito cuando se consideran menos
predicciones esté relacionado principalmente a la funcién de puntuacién mas que al algoritmo de
muestreo.
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Método Top 1 Top 10 Top 100 Top 1000 Top 2000
ZDOCK3.0.2 11.93  30.68 52.27 78.98 84.09
SDOCK 10.23  22.73 46.02 65.34 73.30
PIPER 8.52 21.02 39.77 60.23 65.34
FRODOCK 5.11 19.32 46.02 75.57 81.82
ATTRACT:LJ 5.11 18.75 47.16 76.70 79.55
ATTRACT 5.11 18.18 42.61 75.57 77.84
ZDOCK1.3 6.82 15.34 41.48 65.91 73.86
ZDOCK2.3.2 6.25 14.21 38.07 67.05 76.70
HEX 3.98 10.79 25.00 39.20 46.59
DOT 1.71 9.66 26.70 48.86 57.95
PatchDock” 3.45 7.47 22.99 56.32 63.79
MolFit/GH" 1.71 7.39 25.00 53.41 63.07
ZDOCK2.1“ 1.14 7.39 20.45 52.27 65.91
HEX/G“ 0.00 3.98 16.48 41.48 48.30
MolFit/G* 1.14 2.84 18.75 46.02 52.84
GRAMM* 0.00 2.84 10.79 30.68 46.59
FTDock/G* 0.57 1.71 11.36 42.61 56.25
FTDock 0.57 1.71 10.79 39.77 56.25

Tabla 3.2: @ Estos métodos no incluyen electrostatica en sus funciones de puntuacion para docking.
Las tasas de éxito (%) sobre 176 objetivos cuando se consideraron las primeras 1 (en azul), 10,
100, 1000 y 2000 predicciones (Huang, 2015).

3.1.2. Efectos de las funciones de puntuaciéon

A partir de la evaluacién realizada por (Huang, 2015) se determiné que aquellos métodos de
docking/puntuacién que incluyen electrostatica, como ZDOCK3.0.2, SDOCK, PIPER y FRO-
DOCK, exhiben un mejor desempeio que aquellos que no la consideran, como PatchDock, Molfit
y ZDOCK2.1. Esto confirma la importancia de la electrostatica en las interacciones entre protei-
nas. Un analisis méas detallado de los algoritmos de puntuacién, incluyendo también a la electros-
tatica, demuestra que los programas que consideran los efectos de la desolvataciéon (ZDOCK3.0.2,
SDOCK, y FRODOCK) en general tienen un mejor desempeno que aquellos que no la conside-
ran, como FTDock, HEX y DOT, mostrando también la importancia de la desolvatacién en las
interacciones proteina-proteina.

Por tltimo, dos de los tres programas que obtuvieron los mejores resultados (ZDOCKS3.0.2
y PIPER) consideran potenciales por pares basados en conocimiento, lo que indicaria la eficacia
de estos.

3.1.3. Impactos de cambios conformacionales

Para analizar los efectos de los cambios conformacionales se calcularon las tasas de éxito para
los programas en estudio, utilizando tres categorias: 123 casos de cuerpo rigido, 29 de dificultad
media y 24 dificiles. Tal como se esperaba, en términos generales, todos los programas obtuvieron
los mejores resultados en los casos de cuerpo rigido y los peores en aquellos casos dificiles (Figura
3.1).

Los resultados obtenidos por (Huang, 2015) sugieren que un algoritmo de docking de cuerpo
rigido bien optimizado tiene un gran potencial para considerar pequenios cambios conformacio-
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nales en cuerpo rigido y en algunos casos de mediana dificultad. Sin embargo, la consideracién
de grandes cambios conformacionales, como en los casos dificiles, representan un gran desafio
para todos los programas de docking.

3.1.4. Desempeno dependiendo del objetivo

El analisis del desempefio sobre objetivos individuales resulta mas 1til cuando se trata de
determinar uno o unos pocos casos de complejos proteicos. En este sentido, se encontré que el
desempeiio del docking tiene una dependencia significativa con respecto al objetivo y ningin
método funciona bien en todos los casos. Es decir, los programas con mejor rendimiento general
no funcionan necesariamente mejor que los de peor rendimiento cuando se trata de un objetivo
determinado. Por lo tanto, puede que sea necesario considerar varios programas de docking
adicionales ademas de alguno de los que muestran un mejor rendimiento general, para asi, obtener
predicciones alternativas debido a la dependencia que presenta el desempefio de los programas
de docking existentes con respecto al objetivo.

Por otra parte, se determiné que aparte de la flexibilidad existen posiblemente otros factores
que determinan la dificultad de un objetivo en términos de docking. Al analizar las areas de
superficies accesibles (ASA) de los objetivos, se encontré que generalmente aquellos casos dificiles
tienen un pequeno cambio relativo de las dreas dreas accesibles (rAASA) tras la unién. Por tanto,
el rAASA puede ser un factor comin limitante del desempeno del docking de un objetivo. La
variacion relativa de las areas superficiales accesibles tras la union estd definida como:

AASA
AASA = 1 1
rAASA = Ao i+ asa, < 100% (3:-1)

Donde,

AASA es el cambio de areas superficiales accesibles (ASAs) para la proteina receptora y li-
gando después de la unién vy,

ASAR y ASAL son las areas superficiales accesibles de cada proteina (de forma individual) antes
de la unién.

3.1.5. Eficiencia computacional

Otra caracteristica importante de los programas de docking es qué tan rapido es capaz de
terminar de realizar un acoplamiento para un par de estructuras proteicas. Este factor resulta
muy importante cuando los recursos computacionales son limitados y es necesario realizar docking
para un gran nimero de proteinas. En la Figura 3.2 se muestra el tiempo promedio de ejecucién
de los 18 métodos de docking/puntuacién para el docking de un par de estructuras proteinas
sobre el benchmark de 176 objtetivos. El programa con mayor eficiencia computacional resulté ser
HEX con un tiempo promedio de 2.3 minutos para una ejecucién de docking usando el método de
puntuacién geométrico y 3.0 minutos utilizando la funcién de puntuacién por defecto (geométrica
+ electrostatica). Luego, le sigue ZDOCK2.3.2 con 5.3 minutos, ZDOCK3.0.2 con 10.0 minutos
y ZDOCK2.1 con 14.8 minutos.
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La gran eficiencia computacional de HEX y ZDOCK puede atribuirse al hecho de que HEX
utiliza correlaciones polares esféricas de Fourier (SPF) para acelerar los cdlculos y que ZDOCK
implement6 recientemente la librerfa avanzada 3D convolution para acelarar los calculos en sus
nuevas versiones de 2.3.2 y 3.0.2.
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Figura 3.1: Tasas de éxito para 176 objetivos con las primeras 1 (cian), 10 (azul), 100 (verde) y
2000 (rojo) predicciones. Modificado desde (Huang, 2015)
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Figura 3.2: Tiempo promedio de ejecuciéon para una prediccion de docking proteina-proteina
sobre los 176 objetivos del benchark 4.0. Extraido de (Huang, 2015).
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3.2. Aplicaciones Interactivas de Docking Molecular

En esta seccidon se describen algunos de los principales programas interactivos que existen
para calcular docking molecular y, que servirdn como marco para abordar la problemética a
tratar.

» UDock: Desarrollado por National des Arts et Metiers, Francia, por el Centre dEtudes et de
Recherche en Informatique et Communications (CEDRIC) y el Laboratoire de Genomique,
Bioinformatique, et Chimie Moleculaire (GBCM). Es un sistema interactivo de docking de
proteinas, tanto para entendidos en el tema como para principiantes, que permite guardar
el acoplamiento generado en un archivo PDB. A través de representaciones simplificadas
de las moléculas, los jugadores tienen la posibilidad de explorar el espacio conformacional
con un sistema de puntuacién sobre la marcha (Levieux et al., 2014).

Figura 3.3: Ejemplo de un acoplamiento utilizado UDock.

= BioBlox : Lanzado el ano 2017, nace de la colaboracién entre investigadores del Imperial
College London y Goldsmiths, University of London. Es una interfaz de usuario interac-
tiva e intuitiva que ha sido desarrollada para explorar el docking proteico de estructuras
encontradas en la base de datos PDB. La principal caracteristica es que posee diferentes
versiones para realizar el acoplamiento utilizando visualizaciones; 3D, 2D y 1D, algunas atin
en proceso de desarrollo. Estd basada en el programa de docking ATTRACT y su funcién
de puntuaciéon de campos de fuerza utiliza una representacion proteica de grano grueso,
incluyendo potencial de Lennard-Jones (LJ) y un término coulémbico para las interaccines
electrostaticas.


http://udock.fr/
https://www.doc.gold.ac.uk/bioblox/
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Figura 3.4: Ejemplo de una partida de docking en Bioblox 2%4D.

» Juego desarrollado por (Vega Hidalgo et al., 2018) : En esta memoria de titulo se utiliz6
y adapté un método de docking molecular para generar un videjuego de multiples partici-
pantes. Para representar a las proteinas involucradas se transformaron las estructuras 3D,
obtenidas de la base de datos PDB, a estructuras bidimensionales, utilizando para ello el
programa LigPlot+. Ademaés, se calcula la estabilidad del complejo generado por un juga-
dor a través de una funciéon de puntuacién basada en la ley de Coulomb. El acoplamiento
de mayor puntaje generado es almacenado en un formato compatible con LigPlot+. De esta
forma se espera disminuir los tiempos de simulaciéon gracias a las aproximaciones iniciales
generadas por los participantes.

RESULTS

10725

HIGH SCORE 1 994?

Figura 3.5: Capturas del videojuego de docking molecular desarrollado por (Vega Hidalgo et al.,
2018).


https://www.doc.gold.ac.uk/bioblox/bb25webgl/
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A partir de las aplicaciones interactivas revisadas en esta seccién se determiné que aquella
que resulta mas atractiva y dtil para el objetivo de este proyecto es el enfoque utilizado en UDock.

En este programa, las proteinas son representadas como superfices moleculares, lo que resul-
ta mds atractivo que otros tipos de representaciones.

Ademaés, otro punto importante es la posibilidad que tiene el jugador de revisar cudl seria el
puntaje si finaliza su intento con la pose actual. Esto permite orientar al usuario a la hora de
realizar el acoplamiento, lo que repercute en obtener mejores resultados y mejorar la experiencia
de los jugadores, ya que sin una orientacion es posible que se sientan frustrados al no obtener
buenos resultados y con esto no vuelvan a utilizar la aplicacién.

Por lo tanto, se rescatan estos aspectos para ser tomados en cuenta a la hora de desarrollar
la aplicacién de este trabajo.



Capitulo 4

Prediccion de Interacciones
Proteina-Proteina a través de
interfaces interactivas

En el presente capitulo se explica el desafio abordado y la solucién propuesta en este trabajo.
Luego, se describen los algoritmos y programas utilizados como base para obtener la puntuacién
y ranking de las poses de docking proteina-proteina obtenidas por los usuarios de la aplicacién.
Por ultimo, se detalla el desarrollo del sistema propuesto.

4.1. Problema a abordar

La rapidez a la cual se determinan de forma experimental nuevas estructuras de complejos
proteicos es mucho menor a la requerida para realizar estudios acerca de la funcién de las pro-
teinas y los procesos de la vida. Por tanto, para complementar y agilizar esto, dentro del campo
de investigacion de la bionformatica, se han desarrollado diversos programas computacionales
de docking que predicen la posible estructura de un complejo a partir de las estructuras indi-
viduales de las moléculas involucradas. Sin embargo, atin no alcanzan la madurez suficiente y
es necesario por tanto, experimentar nuevos enfoques para mejorar la prediccién de los modelos
computacionales.

4.2. Solucién propuesta

Dentro de los enfoques computacionales incipientes, en el marco de docking molecular, se
encuentra la ludificacién del proceso de acoplamiento a través de sistemas interactivos que per-
miten la intervencién humana en el proceso de biisqueda de conformaciones de unién candidatas.
Tomando como referencia los principales sistemas desarrollados con este enfoque, descritos en el
Capitulo 3.2, se propone desarrollar una aplicacién similar especificamente para docking proteina-
proteina. En dicha plataforma se muestran al usuario las proteinas individuales involucradas en

33
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una interacciéon determinada. El jugador tiene la posibilidad de rotar ambas proteinas para en-
samblarlas, con el objetivo de alcanzar el mayor puntaje (de acuerdo al método de puntuacion
elegido para ello). De esta forma, a partir de la interacciéon de jugadores, se espera generar un
set de datos con los dockings de mayor puntaje para el par de proteinas, con el fin de aumentar
los conjuntos existentes de estructuras de complejos de proteina.

Entre los aspectos que se considera es necesario dar mayor énfasis a la hora de implementar
este sistema destacan principalmente dos:

= Representacion de las estructuras de las proteinas involucradas: para este proyecto se deci-
dié utilizar una representacion tridimensional de las proteinas. Esto, pensando en la expe-
riencia de los usuarios del sistema, ya que resulta mas dindmica e intuitiva una visualizacién
3D frente a una 2D.

» Funcién de puntuacion: este es un factor determinante para el éxito del sistema, es necesario
utilizar un algoritmo de puntuacion que discrimine efectivamente los mejores modos de
unién generados por los usuarios de la plataforma.

Por ultimo, se espera obtener como resultado de la implementacion y posterior uso del juego,
un aumento del conjunto de datos de estructuras de complejos proteicos disponibles, para su
posterior uso en estudios acerca de interacciones proteicas y evaluacion de algoritmos de docking
proteina-proteina.

4.3. Algoritmo utilizado: Método Formas de Contexto

En esta seccidon, se describe el algoritmo empleado para calcular el puntaje y viabilidad de
las poses generadas por los jugadores, tras realizar un acoplamiento entre proteinas en la aplica-
cién desarrollada. El procedimiento empleado se basa en el método de formas de contexto
(Shentu et al., 2008) y, la principal razén de su eleccién es su eficiencia a la hora de evaluar la
complementariedad de la forma en docking proteina-proteina.

Las caracteristicas de forma locales de cada proteina se representan a través de formas de
contexto (CS, por sus siglas en inglés), compuestas por datos booleanos.

Por otra parte, las cantidades energéticas son derivadas del cdlculo de la complementariedad
de la forma y el 4rea de superficie enterrada (BSA), utilizando operaciones booleanas (razén
de la eficiencia del algoritmo).

El pseudocodigo del algoritmo puede observarse en Algoritmo 1 y consta de tres pasos prin-
cipales:
1) Muestreo superficial y representacién local de la forma a través de formas de contexto
2) Evaluacién de la viabilidad de la pose a través del cdlculo del volumen superpuesto vy,
coincidencia de formas complementarias de los pares de formas de contexto
3) Ranking de las poses basado en los puntajes obtenidos
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Algoritmo 1: Algoritmo Formas de Contexto

CSRgr < Pgr, Formas de contexto de la proteina receptora;
CSy, + Pr, Formas de contexto de la proteina ligando;
ParesCanditatos < (;
foreach Forma de Contexto CSr en CSg do
foreach Forma de Contexto CSt, en CSf do
foreach Pose 7 de las formas de contexto CSgr y CSy, do
Calcular la superposicién de volumen OV, bajo la pose dada 7;
if OV excede el valor limite then
‘ Descartar la pose m;
end
Calcular el area superficial enterrada BSA, bajo la pose dada m;
end
Sélo guardar la mejor pose 7 con el BSA mas grande;
Insertar la tupla (C'Sg,CSp,m,BSA) en ParesCanditatos;
end

end
Ordenar los ParesCanditatos basado en BSA (orden decreciente);

A continuacién se describen en mayor detalle los procedimientos involucrados en este método.

4.3.1. Representacion local de la forma

La forma de una proteina se define a través de la superficie excluida al solvente (SES, por
sus siglas en inglés). Esta, puede entenderse como el limite del volumen molecular excluido al
solvente y, generalmente se calcula haciendo rodar sobre la superficie de contacto expuesta de
cada atomo, una sonda esférica del tamano del solvente molecular (Figura 4.1). Se encuentra
compuesta por tres tipos de curvaturas:

(a) Cara de contacto: Superficie 4tomica accesible al solvente

(b) Cara toroidal: Superficie en forma de silla en donde la sonda hace contacto con dos
atomos

(c) Cara re-entrante: Superficie céncava, en forma de cuenco, donde la sonda hace contacto
con exactamente tres atomos

Para agilizar el proceso, se representa al SES a través de un conjunto disperso de puntos super-
ficiales, compuesto sélo por las caras re-entrantes y céncavas e ignorando las de tipo toroidal.

Por otro lado, la estabilidad de una pose puede ser aproximada a través de la cantidad de
area superficial excluida al solvente, conocida como el drea superficial enterrada (BSA, por
sus siglas en inglés). Su valor se obtiene al sumar el BSA de cada proteina, y puede entenderse
como el area local SES que se intersecta con la superficie accesible al solvente de la otra proteina
(Figura 4.2).
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Figura 4.1: Imagen sobre el calculo de la superficie excluida al solvente. Extraida de la documen-
tacion de chimeraX.

Proteina A Proteina B Complejo
@ " : :

@ Area enterrada
@ Area no enterrada

Figura 4.2: Area superficial enterrada (BSA) en un complejo proteina-proteina. Imagen obtenida
desde APSDock.


https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/docs/user/commands/surface.html
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-12-36
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Al colocar dos proteinas rigidas lo mas cerca posible una de la otra, sin llegar a atraversarse,

existen tedricamente tres puntos de contacto, denominados puntos de contacto fisico (PCP,
por sus siglas en inglés). Sin embargo, en la préctica, pueden existir menos de tres puntos o
pueden cruzarse ligeramente entre si, existiendo por lo tanto puntos superpuestos. A pesar de
esto, se espera que las desviaciones del supuesto de PCPs sean pequenas, proporcionando una
aproximacion razonable y reduciendo la tarea de encontrar la pose mas estable a encontrar pun-
tos de contacto fisico.
Es aqui donde se observan las ventajas del uso de formas de contexto (CS, por sus siglas
en inglés). Una forma de contexto representa la forma local de una proteina, al interior de una
esfera centrada en un punto superficial (Figura 4.3). Cada CS es muestreada mediante rayos
de contexto (CR, por sus siglas en inglés) originados en el centro de la esfera y distribuidos
uniformemente sobre ella (Figura 4.4).

Por otra parte, cada rayo de contexto se compone de § bits. Cada bit toma el valor de uno
o cero dependiendo si se encuentra dentro o fuera de la superficie o capa superficial.

La superposicién de dos formas de contexto, entre dos proteinas, implica la superposiciéon de
dos puntos superficiales. El evaluar su complementariedad permite determinar si el par de pun-
tos podria ser un punto de contacto fisico (PCP), reduciendo la tarea de encontrar PCPs a
evaluar la complementariedad de la forma de todos los pares de formas de contexto.

En cada pose 7, se evalia la complementariedad utilizando operaciones boolenas sobre los rayos
de contexto alineados.
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Figura 4.3: Diagrama resumen sobre formas de contexto (CS). Elaboracién propia.
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En la Figura 4.4 se observa un ejemplo en 2D de la forma de contexto del volumen local en
un punto de superficie. El area sombreada en la esfera, representa el volumen local de la proteina
en el punto “O”. Los rayos de contexto son utilizados para muestrear la forma de contexto (CS).
Cada segmento del rayo tiene dos estados posibles; “0” si se encuentra fuera de la capa (lineas
punteadas) y “1” si estd dentro. Los valores obtenidos son almacenados en un string binario.

' ‘ & Rayo de Contexto

3 o P I \ A N .. .
. h S Origen (0)

Ravo de Contexto

TILERTT RN R R R T DOOOMMMMMMMMNNM)  String Binario

Figura 4.4: Forma de contexto representando el volumen local en un punto de superficie. La
proteina, el SES y la esfera son mostrados en 2D por simplicidad. Imagen extraida desde (Shentu

et al., 2008).

4.3.2. Capas superficiales

Para evaluar el volumen de superposicién y posteriormente, puntuar las poses a través del
célculo del BSA, se definen diferentes capas a una distancia relativa § del SES. Donde,

0 <0, capas internas
9 >0, capas externas
d e [—rr] 5= 0 SES (4.1)

0 = —r, limite de la esfera dentro del SES
6 =r, limite de la esfera fuera del SES

Siendo r el radio de la esfera.
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Una forma de contexto, corresponde al volumen dentro de la esfera, y es delimitada por dos
capas superficiales. Su notacién es la siguiente:

CS(St, Sv)

Donde,
St denota al limite inferior de la superficie
Sy al limite superior de la superfice

Se definen cuatro tipos de formas de contexto, representadas de forma visual en la Figura 4.5, y
denotadas como:

) CSyot = CS(S—, ,Sp): Forma de contexto del volumen local excluido al solvente
) CSsps = CS(Sp, Sp): Forma de contexto del SES local

(¢) CSing = CS(S_k, S_k+1): Forma de contexto de volumen de capa interna
) CSoutk = CS(Sk—1, Sk): Forma de contexto de volumen de capa externa

Volumen Local

a
SES

(h) CSoutk

Figura 4.5: a) Capas dentro y fuera del SES. Cada capa se encuentra a una distancia relativa de
él. b) Se muestran cuatro tipos de formas de contexto (regiéon sombreada): i) volumen local, i7)
SES local, iii) volumen local capa interna y iv) volumen local capa externa. Créditos imagen:
(Shentu et al., 2008).
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4.3.3. Viabilidad de una pose 7w

Para determinar si efectivamente una pose 7 es viable se evaliia el volumen de superposicién.
Se denomina volumen de superposicién (OV, por sus siglas en inglés) a la medida en que dos
superficies se penetran entre si en una pose.

Para obtener el valor de la superposicién se utilizan las capas descritas previamente, calculando
el volumen dentro de dos formas de contexto. De esta manera es posible permitir penetraciéon
superficial mas no profunda.

El calculo de OV es definido como:

K
ov(csk,, csg)=> V(CRF n CR[) (4.2)

vol »
=1

Donde ( CRF A CRE ) representa una operacién AND, bit a bit entre dos rayos de contexto (CR).

Ademss, V( CRF A CRE ) se obtiene calculando:

(CRf A CRE) =Y "v(j) VIj] (4.3)
Jj=1
Y7
v(j) =V(CR} [j] A CRE [j]) (4.4)

Con V[j] el volumen actual correspondiente al j-ésimo segmento del rayo de contexto CR.

El volumen de superposicién, puede ser dividido en dos tipos dependiendo de la capa X:

(a) Volumen total de superposiciéon: La capa X corresponde al volumen local. Representa
la superposicién de una proteina con respecto a la otra y es una cantidad simétrica (Ecua-
cién 4.5).

olumen superpuesto de capas: La capa X corresponde al volumen local interno
b) Vol to d L X de al vol local int
( CSE, ) o externo ( CSE, ). En este caso, parte del volumen de una protefna se su-
perpone a una capa X de la otra proteina y es una cantidad asimétrica (Ecuacion 4.6).

ov(csk,, csk, =) (4.5)

vol » ol»
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ov(CsSLt,, CSE  «)

vol

Yy
OV(CSE,, CSL =)

vol

4.3.4. Poses descartadas

Luego de obtener el volumen total de superposicién y volumen superpuesto de capas, se con-
sideran inviables todas aquellas poses m que muestren:

(a) Superposicién grande: La superposicion total es mayor a 80A3
(b) Superposicién aguda: El volumen superpuesto de capas es mayor o igual a 5A3

4.3.5. Puntuacion de la pose 7

Si la pose evaluada no presenta superposiciéon grande o aguda, es puntuada empleando para
ello el célculo del BSA. Luego, se clasifica junto al resto de formas de contexto.

Para una pose m dada, el drea de superficie enterrada (BSA) de una proteina Pf, forma de
contexto C’Sé’Es, con respecto a la forma de contexto C’SQ para la capa X de la proteina Pg,
estd dada por:

K
BSA(CS&gs , CS%, m)=>_A(CRF N CRE) (4.7)
=1
Donde CRF € CSLyq, vy CRE € CS% es un rayo de contexto mapeado con respecto a CRY de
acuerdo a la pose 7.

El area enterrada es calculada como:

A(CRY A CRE) =3 a(j) Alj] (4.8)

Jj=1

Donde a(j) = ( CRF [j] A CRE [j] ) y Alj] es el 4rea actual correspondiente al punto de
superficie representado por el bit j.

El area total de superficie enterrada para la capa X es la suma:
BSA(CSE, CS®, X, n) = BSA(CSkys, CS%, m) + BSA(CSEgs, CS%, ©) (4.9)

Mientras la funciéon de puntuacién, utilizada para clasificar las diferentes poses, es una suma
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ponderada del area enterrada a través de varias capas:

3
P(C S*,CS%, X, ) = w1 x BSA(CS",CS",inl,7) + > wg x BSA(CS*,CS”, outK, )

K=1
(4.10)
Con w; =4, wy = 1y wy = 0,25 elegidos de forma empirica para optimizar la clasificacion,
indicando la importancia relativa del area enterrada en cada una de las capas.

La mejor pose 7 serd aquella que obtenga el mayor puntaje:

M(CS*, CS™) = maz, { P(CS*,CS", 7))} (4.11)
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4.3.6. Datos de Entrada

Los datos utilizados para desarrollar el sistema corresponden a archivos PDB. Un archivo
PDB (Protein Data Bank) contiene estructuras tridimensionales de moléculas macrobioldgicas,
determinadas experimentalmente, y son utilizados en todo el mundo por investigadores, estu-
diantes y educadores.

Dentro de un archivo PDB se encuentran; coordenadas atomicas, factores de estructuras cris-
talogréficas y datos experimentales de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR,
siglas en inglés).

En la Tabla 4.1 se describen las doce secciones que componen un archivo PDB; titulo, ob-
servacién, estructura primaria, heterogéneo, estructura secundaria, anotaciéon de conectividad,
caracteristicas misceldneas, cristalografica, transformacién de coordenadas, coordenadas, conec-
tividad y bookkeeping. Ademds, se describe brevemente cada seccion y los tipos de registros
dentro de cada una.

Ademaés de las coordenadas atémicas se incluyen los nombres de las moléculas, informacién sobre
la estructura primaria y secundaria, referencias de bases de datos de secuencias, informacion de
ligandos y ensamblaje biolégico, informacién acerca de la recoleccién de datos y solucion de la
estructura y, citaciones bibliograficas.

Seccién Descripcién Tipo de Registro

HEADER, OBSLTE, TITLE, SPLIT,
CAVEAT, COMPND, SOURCE,
KEYWDS,EXPDTA, NUMMDL, MDLTYP,
AUTHOR, REVDAT, SPRSDE, JRNL

Titulo Observaciones descriptivas resumidas

Observacién Varios/comentarigs sobre anotae%ones de e/ntrada REMARKS 0-999
con mas profundidad que los registros estandar

Secuencia de péptidos y/o nucledtidos y la relacién

Estructura primaria entre la secuencia de PDB y la que se encuentra en | DBREF, SEQADV, SEQRES MODRES
las bases de datos de secuencias

Heterogéneo Descripcién de grupos no-estandar HET, HETNAM, HETSYN, FORMUL
Estructura secundaria Descripcién de estructura secundaria HELIX, SHEET
Anotacién de conectividad Conectividad quimica SSBOND, LINK, CISPEP
Caracteristicas miscelaneas Caracteristicas dentro de la macromolécula SITE
Cristalografica Descripcién de la celda cristalografica CRYST1
Transformacién de coordenadas | Operadores de transformaciéon de coordenadas ORIGXn, SCALEn, MTRIXn

. MODEL, ATOM, ANISOU,
Coordenadas Datos de coordenadas atémicas TER, HETATM, ENDMDL
Conectividad Conectividad quimica CONECT
Bookkeeping Informacién resumida, marcador de fin de archivo MASTER, END

Tabla 4.1: Secciones de un archivo PDB, su descripcién y registros dentro de cada seccién (Ca-
llaway et al., 1996).
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4.4. Softwares y lenguajes utilizados

4.4.1. Plataforma de Desarrollo

Para la creacién del videojuego, se utilizé el motor de juegos Unity. Esta herramienta es una
de las mas utilizadas en el area viodejuegos, permitiendo el desarrollo de aplicaciones interactivas
de manera mas rapida y facil que otros sistemas similares.

La version utilizada corresponde a la 2020.1.6f1, Gltima versién disponible en el momento en que
se cred la aplicacién de docking.

4.4.2. UCSF Chimera

Dentro de las caracteristicas de este programa se encuentra la posibilidad de visualizar y
exportar proteinas en varios formatos. Para este proyecto se exportaron a formato stl las repre-
sentaciones de las superficies de cada una de las proteinas a utilizar en el juego. Estos archivos
fueron utilizados posteriormente tanto para el calculo de las formas de contexto en Python como
para generar los archivos fbx en Blender. La versién utilizada corresponde a Chimera 1.12.

4.4.3. Programa MSMS

El software MSMS es un programa escrito y desarrollado por Michael Sanner en lenguaje C.
Permite calcular de manera eficiente para un conjunto de esferas S y una sonda de prueba sp,
la superficie reducida y la superficie excluida al solvente (SES) a partir del archivo PDB de la
proteina a analizar.

MSMS estéd compuesto de cuatro algoritmos (Sanner et al., 1996):

(a) El primer algoritmo calcula la superficie reducida de una molécula

(b) El segundo algoritmo construye, a partir de la superficie reducida, una representacién
analitica de la superficie excluida al solvente que puede auto-intersectarse

(c) El tercer algoritmo descarta todas aquellas partes que se auto-intersectan

(d) El cuarto algoritmo genera una triangulaciéon del SES



Capitulo 4. Prediccion de Interacciones Proteina-Proteina a través de interfaces interactivas46

4.4.4. Blender

Blender es una suite 3D gratuita y de c6digo abierto. Permite modelado, montaje, animacién y
renderizado 3D, entre varias otras funcionalidades. Para este trabajo fue utilizado con el objetivo
de generar archivos en formato fbx, compatibles con Unity, con las superficies de las proteinas a
utilizar en el juego. Otra de las razones de la eleccion de este software sobre otros similares es la
necesidad de aplicar una rotacién a los archivos stl de las superficies. Esto ya que Unity utiliza
el sistema coordenado de mano izquierda, mientras que Chimera y Blender utilizan el sistema
coordenado de mano derecha (Figura 4.6). En Blender existe un plugin que permite realizar de
manera sencilla el cambio de sistema para renderizar correctamente las proteinas en Unity. La
version utilizada corresponde a Blender 2.91.2.

a) b)

Figura 4.6: a) Sistema de coordenadas utilizado en Unity. b) Sistema de coordenadas utilizado
en Blender y Chimera. . Créditos imagen: Primalshell.


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:3D_Cartesian_Coodinate_Handedness.jpg
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4.5. Lenguajes

Para llevar a cabo la evaluacién de las poses m generadas por los usuarios de la aplicacién, es
necesario efectuar los cdlculos involucrados en el algoritmo detallado en la Seccién 4.3, de manera
offline y online. Dependiendo de esto se utilizan dos lenguajes:

(a) Calculos offline: Estos incluyen la generaciéon de las formas de contexto de cada proteina
incorporada en el juego, y son implementados en Python. La versién utilizada corresponde
a Python 3.8.5.

(b) Calculos online: Incluyen el calculo del volumen superpuesto, BSA y puntaje final de
cada pose . Estos calculos deben realizarse mientras el usuario hace uso de la aplicacién,
por lo que se debe emplear un lenguaje compatible con Unity. El lenguaje permitido, para
crear scripts, por defecto en Unity es C# y es el ocupado en este caso. La version utilizada
es C# 8.0.
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4.6. Metodologia

4.6.1. Procedimiento para el calculo de formas de contexto

En este apartado se detalla el procedimiento empleado para obtener las formas de contexto de
las proteinas que se desea acoplen los usuarios. Los calculos principales son realizados de forma
offline en Python y los archivos generados son ocupados posteriormente en Unity.

La Figura 4.7 resume a través de un diagrama los principales pasos para obtener los archi-
vos que contienen las formas de contexto, necesarias para implementar los cdlculos de volumen
superpuesto y area superficial enterrrada en el motor de videojuegos.

A continuacién se detallan en méas profundidad cada una de las etapas:

(a) Descarga de archivos PDB: En primer lugar se descargan los archivos PDB de ca-
da proteina perteneciente al par que se desea acoplen los usuarios. De forma prelimi-
nar, se utilizan archivos PDB del Benchmark proteina-proteina 5.0 disponibles en https:
//zlab.umassmed.edu/benchmark/.

(b) Obtencién archivo .STL del SES: Cada proteina es visualizada en el software Chime-
ra, seleccionando la representacién de su superficie. Esta representacion es exportada en
formato .STL para ser utilizada posteriormente en Python y Blender.

(c) Célculo de SES empleando MSMS: Es utilizado el programa MSMS con cada proteina
para obtener la triangulaciéon del SES, compuesta por dos archivos; un archivo .vert que
contiene las coordenadas de todos los vértices y, un archivo .face que contiene los indices
de los vértices de cada tridngulo, ademéas de indicar a qué tipo de cara corresponde (de
contacto, re-entrante o toroidal).

En la Figura 4.8 se resumen los pasos a), b) y ¢) para obtener los datos de entrada necesa-
rios en los algoritmos implementados en Python.

(d) Obtencién de posibles puntos de contacto fisico: Una vez conseguidos los archivos
.vert y .face se realiza el procesamiento en Python, descartando todas aquellas caras de
tipo toroidal, quedando sélo las de contacto y re-entrantes. A estas caras restantes se les
calcula su centroide.

(e) Definicién de coordenadas para formas y rayos de contexto: Cada centroide es
utilizado como el origen de una esfera para representar las formas de contexto asociadas
a ese punto y de esta forma obtener una representacién local de la forma de la proteina.
Todas las esferas poseen el mismo radio y son muestreadas de manera uniforme a través
de cien rayos (K = 100), almacenando en un archivo de texto plano las coordenadas de
origen y fin de cada rayo.


https://zlab.umassmed.edu/benchmark/
https://zlab.umassmed.edu/benchmark/
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(f) Generacién de formas de contexto: Una vez obtenido el archivo .STL y las coordenadas
de los rayos de cada esfera se calculan las formas de contexto asociadas a cada centroide.
Cada rayo se divide en [ segmentos (8 = 15 en este caso) de igual longitud y se evalia si el
segmento se encuentra dentro o fuera de la capa superficial correspondiente. Si el segmento
se encuentra dentro se le asigna el valor “1”, y “0” de lo contrario.

En este caso se calcularon ocho formas de contexto para cada centroide:

Una forma de contexto de volumen local (C'Sys)

Una forma de contexto del SES local (CSsgs)

Tres formas de contexto de volumen de capa interna (C'S;,1, CSinz € CSin3)
Tres formas de contexto de volumen de capa externa (C'Sout1, CSourz € CSout3)

(g) Exportaciéon de las formas de contexto: Para poder utilizar las formas de contexto
calculadas anteriormente, para cada proteina y forma se contexto, se exportan a un archi-
vo de texto plano el indice de la forma de contexto, el indice del rayo, sus coordenadas
de origen y fin y, los valores obtenidos para cada segmento del rayo. Ademds, también se
exporta en otro archivo de texto las coordenadas e indice de cada centroide. Estos archivos
seran utilizados en el procesamiento online en Unity.

Este mismo procedimiento realizado en Python se muestra de forma sintetizada en la Figura 4.9,
del cual se obtienen los archivos de salida necesarios para implementar la plataforma en Unity.
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Chlmera
_ Archivo .STL
I Archivo .text
I Formas de Contexto
g)
PDB Proteina w © -
= |= Fes
vert f;e
PS
e /’
@ 9
2o @ ﬁ \gl"
"9
d) e)

Figura 4.7: Resumen del procesamiento realizado para obtener los archivos con las formas de
contexto para una proteina. a) Descarga de archivos PDB, b) obtencién archivo .STL del SES; ¢)
célculo del SES utilizando MSMS, d) obtencién de posibles puntos de contacto fisico, e) definicién
coordenadas de los rayos de contexto, f) generacién de formas de contexto y g) exportacién de

formas de contexto.
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Procedimiento para obtenerpdatios de entrada para algoritmo en
yt

101N

Archivo PDB de cada proteina

J
[ ]

Obtencion de las superficies en Chimera Calculo del SES con el programa MSMS

l J

-Chimera: Archivo STL con la
superficie de cada proteina

-MSMS: Archivos .face y .vert

Figura 4.8: Resumen de la metodologia utilizada para generar los datos de entrada utilizados en
algoritmo en Python.
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Metodologia para calcular formas de contexto en Python

Para cada proteina:
-Archivo STL
-Archivo .verty face

Lectura de caras y vértices a partir de los archivos
wvert y face

Descarte de caras toroidales

Cilculo centroides de las caras de tipo re-entrante
v de contacto

Generacidn de las coordenadas de los rayos de
contexto para cada centroide (K=100,
uniformemente distribuidos)

Division de cada rayo en 15 segmentos de igual
longitud

Evaluacién de las ocho formas de contexto
determinando si cada segmento se encuentra
dentro o fuera de la forma de contexto analizada.
Para esto se compara con la superficie contenida en

el archivo STL

Para cada proteina:

-Un archivo de texto por cada
forma de contexto

-Un archivo de texto con las
coordenadas de cada centroide

Figura 4.9: Resumen de la metodologia utilizada para generar las formas de contexto en Python.
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4.6.2. Procedimiento en Unity

En el caso del motor de videojuegos, existe procesamiento tanto offline como online.

En la Figura 4.10 se observa un resumen del desarrollo de la aplicacién interactiva. De for-
ma preliminar fue implementada en un entorno local, pero con el objetivo final de subirla a la
web, para asi tener una mayor cantidad de usuarios utilizando la aplicacién. De esta manera se
espera mejorar los resultados a la hora de obtener el ranking de las mejores poses acopladas por
los jugadores.

La aplicacién desarrollada en Unity necesita los siguientes datos como base:

Archivos fbx de la superfice cada proteina: Para poder renderizar las superficies tridi-
mensionales de cada proteina que estaran disponibles para acoplar en el juego, es necesario
transformar los archivos .STL obtenidos en la Seccién 4.6.1 a un formato compatible con
Unity. Para esto, son transformados y rotados en Blender, que permite realizar este proceso
de manera sencilla y rdpida a través de un plugin.

Archivos con formas de contexto: Para poder evaluar la viabilidad de las poses y el
puntaje obtenido por cada jugador se necesitan los archivos que contienen las formas de
contexto, calculadas en la Seccién 4.6.1, para cada proteina. Ademads, para ayudar en el
proceso del acoplamiento se generan esferas con origen en los centroides calculados previa-
mente, utilizando también los archivos que contienen la informacién de las coordenadas de
estos puntos.

Las etapas llevadas a cabo para implementar la aplicacién interactiva en Unity comprenden:

()

Transformacién y rotacién de la superficie de cada proteina: Como se explico
previamente, es necesario convertir la superficie obtenida en el programa Chimera a un
formato compatible y con el mismo sistema de coordenadas que Unity. Para esto se utiliza
el plugin Unity FBX.

Lectura de archivos que contienen las formas de contexto de cada proteina:
Para poder realizar los calculos online de volumen superpuesto y BSA, es necesario tener
disponibles los archivos de CS en la aplicacién desarrollada.

Implementacién algoritmos: Tomando como entrada los datos de a) y b) se generan los
scripts que controlan el comportamiento de la aplicacion. A continuacion se describen los
principales:

= Renderizar-proteinas.cs : Encargado de visualizacién de cada par de proteinas cuando
el usuario inicia una partida en la aplicacién
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= Fventos-proteinas.cs : Implementa los eventos que le permiten al usuario manipular
cada par de proteinas (traslacién y rotacién en una y sélo rotacién en la restante). De
esta manera los jugadores pueden efectuar el docking de cada par

= Lectura-centroides.cs : Encargado de leer y almacenar las coordenadas de los centroi-
des y formas de contexto asociadas a cada uno de ellos. Renderiza estos centroides
como esferas para ayudar al usuario en el proceso de acoplamiento

= Calculo-ov-puntaje.cs : Detecta la colisién entre dos esferas de diferentes proteinas y
calcula el volumen de superposiciéon. De esta manera es posible evaluar la viabilidad
de la pose actual. Si la pose es viable, ademds calcula a partir del BSA el puntaje
asociado al docking realizado

= Actualizar-puntaje.cs : Se encarga de actualizar los archivos que contienen la infor-
macioén de los mejores acoplamientos para el par de proteinas una vez el jugador haya
finaliza su intento

En Unity se trabaja con objetos, compuestos por diferentes componentes. Cada proteina
es un objeto y los scripts son agregados como componentes de él, exceptuando el primero y
ultimo que son parte del objeto raiz que contiene a las proteinas. Por otro lado, las esferas
son creadas como objetos hijos en cada proteina.

Todos los algoritmos descritos previamente, trabajan de forma sincrona con la interac-
cién de los jugadores y son implementados en C#, lenguaje compatible por defecto con
Unity.

Interaccion de usuarios: Para que el algoritmo pueda ser ejecutado totalmente, es nece-
sario que existan jugadores que utilicen la aplicacion. Es el usuario quién realiza el docking
proteina-proteina, la plataforma se encargard de evaluar la calidad y viabilidad de la pose
realizada.

Viabilidad del acoplamiento: Mientras el jugador realiza su intento, por pantalla se
le muestra un semaforo que le indica si es viable o no la pose actual. Esto, a partir del
calculo del volumen superpuesto para cada esfera que se encuentre colisionando con una
esfera de la otra proteina. Se fij6 un limite de siete esferas colisionado al mismo tiempo
para ser una pose viable, ya que en teoria existen aproximadamente tres puntos de contacto
fisico. Ademads, permitir un nimero muy grande de colisiones disminuye el rendimiento de
la aplicacién. Este limite es modificable.

Calculo puntaje del docking proteina-proteina: Si la pose es viable y el usuario ter-
mina el intento, se calcula el BSA, para obtener con esto el puntaje de la pose acoplada de
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acuerdo al algoritmo descrito en el capitulo.

(2) Ranking del acoplamiento: Se compara el puntaje obtenido para el docking proteina-
proteina realizado por el usuario actual, con los puntajes previos obtenidos por otros usua-
rios para el mismo par de proteinas.

(h) Actualizacién mejores acoplamientos: Si el puntaje obtenido esté dentro de los mejores
diez para ese par de proteinas, se actualiza el archivo que contiene esta informacion para
el par de proteinas correspondientes.

Este procedimiento es repetido para cada par de proteinas diponible en la plataforma y puede
observarse de manera simplificada en la Figura 4.11.
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Figura 4.10: Imagen acerca de la aplicaciéon de docking proteina-proteina desarrollada en Unity.
a) Transformacién de archivos .STL a .fbx, b) Archivos con datos de las formas de contexto, c)
los datos obtenidos en a) y b) son cargados en la aplicacién, d) es necesario la interaccién de un
usuario en la plataforma, e) jugador realiza un acoplamiento y se le indica la viabilidad actual,
f) se realiza de forma online el célculo del docking realizado, g) se clasifica de acuerdo al puntaje
y h) se actualiza el listado de mejores puntajes de ser necesario.
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Metodologia para evaluar acoplamientos en Unity

Para cada proteina:
-Archivo fbx rotado
-Archivos de salida del algoritmo en Pyhton

Lectura de los archivos de entrada

Implementacidn de los scripts que controlan el
comportamiento de la aplicacion

Interaccidén de usuarios

Evaluacién de la viabilidad de pose realizada por el
jugador a través del calculo del volumen
superpuesto

Cilculo del puntaje del acoplamiento basado en el
BSA

Ranking del acoplamiento realizado

Actualizacién de los puntajes almacenados para ¢l
par de proteinas

-Archivo actualizado con la informacién de las
mejores poses para el par de proteinas
correspondiente

Figura 4.11: Resumen de la metodologia utilizada para el desarrollo de la aplicacién en Unity.



Capitulo 5

Resultados

En este capitulo se presenta el software desarrollado luego de llevar a cabo la metodologia
descrita en la seccién 4.6.2 y se realiza una breve discusion sobre lo obtenido. Como se menciond
previamente, para crear el sistema se utilizé el motor de videojuegos Unity 3D.

5.0.1. Aplicaciéon Desarrollada

Pantalla Inicial

En primer lugar, cuando el usuario accede a la plataforma se despliega la pantalla de bien-
venida al juego. Esta contiene el nombre del juego y un botén para iniciar una partida. En la
Figura 5.1 se observa la interfaz que ve el usuario al entrar a la aplicacion.

Figura 5.1: Pantalla inicial mostrada al usuario al utilizar el sistema desarrollado.
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El jugador debe presionar el botén para iniciar la partida, de lo contrario no podra acceder
a los pares de proteinas disponibles para acoplar.

Pantalla Partida Iniciada

Una vez presionado el botén, desaparece la pantalla de inicio y se despliega el primer par de
proteinas a acoplar, como se observa en la Figura 5.2.

Cada proteina es cargada de forma automadtica y se encuentra almacenada previamente en los
archivos de la aplicacién. Ademads también se han almacenado con anterioridad los archivos que
contienen la informacién acerca de los posibles puntos de contacto fisico y sus correspondientes
formas de contexto de acuerdo al algorimto utilizado y que fueron calculadas de forma offline
como se describi6 en la seccién anterior.

Para ayudar al usuario en el proceso de docking se sefialan los posibles puntos de contacto a
través esferas en ambas proteinas. Una posible pose sera aquella donde se superpongan dos o
mas esferas entre ambas proteinas.

Por otra parte, también se le sefiala si el acoplamiento que esta realizando hasta el momen-
to es viable o no, a través de un seméaforo. Si no es viable o no existe contacto entre las proteinas
se muestra una mano con el pulgar hacia abajo y con fondo rojo (Figura 5.3.a)). Mientras que si
es viable se le muestra un pulgar hacia arriba con fondo verde como se observa en la Figura 5.3.b).

La viabilidad de la pose es evaluada a través del cdlculo de volumen superpuesto. De acuer-
do al algoritmo utilizado no son viables aquellas poses que tienen superposicién grande o aguda.
Para ello se calcula constantemente la superposicién entre las formas de contexto de los puntos
de superficie que estén en colision. Ademas, se fij6 un limite de puntos de contacto fisico que
pueden estar colisionando entre ambas proteinas.

Sélo se calcula el puntaje de aquellas poses que son viables, de lo contrario a pesar de que
el usuario presione el botén para terminar el intento (botén en el medio del ment inferior) el
puntaje seré cero.

Si la pose es viable, como se muestra en la Figura 5.3.b) internamente se calcula automaticamente
el puntaje del acoplamiento. Para ello se evalia el BSA de cada par de puntos de contacto fisico
que se encuentren en colisién en la pose realizada por el usuario. Luego, para obtener el puntaje
se determina el valor maximo de BSA obtenido entre los pares en colisién y el puntaje final del
acoplamiento es calculado en base a él.
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Figura 5.2: Pantalla mostrada al usuario luego de iniciar la partida. Se despliega el primer par
de proteinas que debe acoplar el jugador actual. Inicialmente el seméforo estd en rojo ya que no
hay ningtin punto de contacto entre ambas proteinas.

Figura 5.3: a) Pose realizada por el usuario no es viable, el seméforo se muestra en rojo. b) Pose
obtenida por el usuario es viable, el seméaforo cambia a color verde.
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Pantalla Puntaje

En la Figura 5.4.a) se muestra la pantalla desplegada al usuario el terminar su intento de
acoplamiento, donde puede ver el puntaje obtenido, el puntaje maximo registrado y, ademas,
tiene la posibilidad de realizar un nuevo acoplamiento entre otro par de proteinas o volver a
intentar con el mismo par.

Si el jugador decide continuar con el siguiente par de proteinas, se cargan en pantalla las si-
guientes proteinas y se repite el mismo procedimiento descrito anteriormente, como se observa
en la Figura 5.4.b).

Los puntajes obtenidos en cada docking viable son evaluados de manera interna. Cada par de
proteinas tiene un archivo con las poses con mayor puntaje (las primeras diez, pero este nimero
es modificable), y asociado a estos puntajes existe un archivo que contiene la informacién acerca
de los puntos de superficie en contacto entre ambas proteinas que dan origen a la pose corres-
pondiente. El puntaje y pose realizados por el usuario sélo seran almacenados en los archivos
si se encuentran dentro de los diez (o el nimero definido) primeros, de lo contrario la pose se
descarta.

COMPLETADO |»)
< PUNTAJE »

\ =

CONTINUAP
f\

a)

Figura 5.4: a) Pantalla mostrada al usuario cuando termina el intento de acoplamiento actual,
donde se despliega el puntaje obtenido por la pose y el méximo registrado hasta el momento. b)
Carga del siguiente par de proteinas a acoplar por el usuario.
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5.0.2. Discusion

El resultado principal en este proyecto corresponde a la creacién de un sistema interactivo
que permite ludificar el proceso de docking proteina-proteina.

Este sistema evaltia las poses generadas por los usuarios utilizando para ello un método ba-
sado en complementariedad local de la forma.

Sin embargo, existen varios puntos pendientes que por limitaciones de tiempo no son inclui-
dos en el alcance de este proyecto pero, deben ser llevados a cabo en un futuro para cumplir con
el objetivo de aumentar los datos sobre estructuras de complejos de proteinas.

Dentro de estos puntos se encuentra en primer lugar implementar el juego desarrollado de forma
online para llegar a la mayor cantidad de usuarios posibles. De esta manera sera posible reunir un
numero de datos suficientes para evaluar el porcentaje de éxito del algoritmo utilizado a la hora
de distinguir las poses méas probables de acoplamiento entre los pares de proteinas disponibles
en el sistema.

Luego de evaluar esto sera posible realizar ajustes al algoritmo o corregir posibles errores en
la implementacion de este.

Por ltimo, se debe evaluar el método de almacenamiento para guardar la informacién gene-
rada por el sistema. Actualmente, debido a que el software se desarroll6 en un entorno local no
hace uso de ninguna base de datos para ello.

Sin embargo, si el sistema se implementa de forma online serd necesario utilizar una base de
datos para administrar la informacién sobre las mejores poses realizadas por los usuarios y los
puntajes obtenidos. De esta manera es posible administrar la informacion de forma segura y
eficiente.
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Conclusiones

A partir de estructuras individuales de proteinas contenidas en archivos PDB y utilizando
el método de complementariedad local de la forma conocido como formas de contexto, se
gener6 una plataforma interactiva en el motor de videojuegos Unity para el problema de docking
proteina-proteina cumpliendo con el objetivo principal de este trabajo.

En este sistema, los usuarios realizan acoplamientos entre pares de proteinas disponibles en
la plataforma, visualizando de forma tridimensional la superficie de cada una de ellas. Tienen la
posibilidad de manipular cada proteina para realizar el acoplamiento y mientras se encuentran
ejecutando el intento son ayudados a través de un semaforo que indica si la pose actual es viable

O 1no.

Una vez que finalizan el docking la pose final es puntuada.

Para implementar esta aplicacién se separd su desarrollo en dos partes.

()

Generacién de formas de contexto: Utilizando Python se implementé el algoritmo
asociado al método de formas de contexto, entregando como resultado los datos necesarios
para evaluar posteriormente viabilidad y calidad de las poses efectuadas por los usuarios
de la aplicacién interactiva.

Evaluacion de acoplamientos: Tomando como entrada las formas de contexto y la su-
perficie tridimensional de cada proteina se desarrollé la ludificacién del problema de docking
proteina-proteina utilizando el motor Unity.

A las poses realizadas por el usuario se les evaliia el volumen superpuesto para obtener
la viabilidad y posteriormente, se efectia el cdlculo del BSA para obtener el puntaje aso-

ciado a la pose.

Para cada par de proteinas en el sistema se almacenan los mejores puntajes obtenidos
por los usuarios, siendo actualizados cada vez que se obtiene un nuevo acomplamiento con
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un puntaje dentro de los diez primeros registrados.

De esta manera fue posible ludificar el problema de docking proteina-proteina. Sin embar-
go, para que el sistema desarrollado efectivamente permita aumentar el conjunto de datos de
estructuras de complejos de proteina-proteina disponibles es necesario realizar trabajo a futuro.

6.0.1. Trabajo Futuro

Dentro de las principales tareas pendientes se encuentran:

(a)

Generar documentacion de la aplicacion desarrollada: Es necesario crear la docu-
mentacion asociada al desarrollo del sistema ya que de esta manera, podra ser utilizada por
otras personas interesadas en un enfoque de docking ludificado, facilitando la continuacién
del proyecto realizado en este trabajo.

Implementar la aplicacién en la web: Para que realmente el sistema pueda ser utili-
zado por la mayor cantidad de usuarios posibles es necesario que esté disponible de forma
online. De esta forma, serd posible incentivar rapidamente su uso y con esto aumentar la
cantidad de acoplamientos con mejor puntaje almacenados por el sistema. Ademas, resul-
taria beneficioso dejar disponibles a la comunidad, en el mismo sitio web, los resultados que
se generen del uso del juego, para que estén accesibles a otros investigadores interesados
en esta area.

Almacenar la informacién de los puntajes en una base de datos: Al buscar una
gran interaccién de usuarios con la plataforma, se hace necesario almacenar los datos de
las poses con mejor puntaje en una base de datos. De lo contrario, el rendimiento de la
aplicacién se verd afectado y ademas, el acceso a la informacion generada no serd el mas
adecuado para el objetivo principal.

Evaluacion de las poses y ranking obtenidos: Una vez la aplicacién esté operativa
de forma online, serd necesario analizar los resultados obtenidos por los usuarios. Para ello
se debe evaluar el éxito del algoritmo implementado a la hora de determinar las poses
més probables generadas por los jugadores. A partir de este analisis serd posible realizar
ajustes y anadir mejoras a los algoritmos implementados, complementarlos o probar con
otros similares.

Recibir retroalimentacion de los usuarios: Esto permitird realizar mejoras en la in-
terfaz para que la cantidad de personas que utilicen la aplicacién aumente con el tiempo.
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De esta manera, se espera que la aplicaciéon implementada en este proyecto sea un aporte real en
el problema de la predicciéon de estructuras de complejos proteicos utilizando un enfoque menos

convencional como es la ludificacion.
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