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1. Introduccién y objetivos

El fenomeno de la traslocacion de polimeros, esto es, el desplazamiento de una cadena polimérica
entre dos regiones del espacio (llamadas cis — trans, fig. 1) separadas por una membrana, es un
proceso ubicuo en la biologia molecular. La necesidad de una homeostasis efectiva para mantener a la
célula aislada del medio limita la composicion (y por tanto las propiedades mecénicas, en particular la
permeabilidad) de la membrana lipidica. Por lo tanto la traslocacion a través de nanoporos (i.e poros
de dimensiones nanométricas) en dicha membrana aparece, en tltima instancia, como el mecanismo
definitivo capaz de garantizar el transporte de informaciéon y energia entre el interior y exterior
celular, e incluso entre regiones aisladas en el interior de las propias células (como es el caso del nicleo
en células eucariotas, donde se almacena el material genético). Asi por tanto no es sorprendente
que [la traslocacion de polimeros| constituya la etapa inicial de un enorme nimero de fenémenos
trascendentales para la vida celular (y por tanto orgénica), entre los cuales se puede destacar el
transporte de proteinas (cadenas polipeptidicas) a través de la membrana, o la inyeccién de material
genético desde la cépside virica hacia el interior celular (durante una infeccion virica); de manera
muy destacada es también un mecanismo esencial para el proceso de la expresién genética, ya que
permite el transporte de un gen transcrito en un polimero nucleico de ARN,desde el niicleo celular
(que almacena la informacion genética) hacia los ribosomas (organulos encargados de traducir la
informacién contenida en la copia de ARNy, en forma de una cadena polipeptidica, la estructura
primaria de una proteina), e incluso el propio proceso de traduccion se identifica con un fenémeno
de traslocacion. Adicionalmente existen poros con una altisima especificidad que acttian no solo
permitiendo el paso de grandes bioestructuras, si no actuando como verdaderos separadores quimicos
[1].

Esta lista de lugares comunes a la traslocaciéon bastaria para justificar el estudio dindmico del
proceso desde la perspectiva de la fisica basica, incluso sin reparar en las aplicaciones biomédicas que
se desprenden en potencia del dominio de estos mecanismos, como podrian ser el diseno de farmacos
antivirales (o por el contrario la optimizacion de vectores para terapia génica), la sensibilizacion de
células como diana en tratamientos hormonales o anticancerigenos, etc. En los tltimos anos el disenio
conceptual de secuenciadores de ADN basados en la traslocacion forzada de polimeros de material
genético a través de matrices de nanoporos se ha postulado como la aplicacién potencialmente méas
relevante de esta tecnologia [2].

Se denomina secuenciacion del ADN a los procesos tecnoldgicos por los que se extrae la in-
formacion contenida en el genoma (conjunto de genes de un individuo, codificados en tripletes de
nucleotidos), abarcando una variedad de métodos desarrollados desde la década de 1970. Un punto
de inflexién en este campo fue la culminacion del proyecto Genoma Humano en el ano 2003, que
después de trece anos y casi tres mil millones de délares concluyé con la secuenciacién del genoma
completo de una muestra heterogénea de individuos. La técnica de secuenciacion empleada (Chain-
Termination Sequencing Method, que le valié a Frederick Sanger el premio Nobel de quimica en 1977)
estd basada en métodos quimicos y requiere de la fragmentacion del ADN para reintegrar la infor-
macion posteriormente, disparando la complejidad del proceso [3]. La optimizacion de esta técnica
permite fijar entorno al afio 2010 en (aproximadamente) una semana y diez mil dolares el coste de
secuenciaciéon del genoma humano. En el afio 2012 comienza a cristalizar comercialmente una linea
de investigacién iniciada por Kasianowicz et al. en 1996, quienes lograron detectar la presencia de
un polimero de ARN en un canal de a-hemolisina por medios eléctricos [4]. En este nuevo método
se dispone de una soluciéon iénica separada por una membrana (biologica o de estado solido) con
un poro nanométrico, de forma que al establecer una diferencia de potencial entre ambos lados de
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Figura 1: Arriba: Esquema de las regiones cis-trans. Abajo: sefial eléctrica medida durante la tras-
locacién de ADN (izda), esquema de la relacion entre un perfil de corriente y una secuencia de
nucleotidos (dcha.). [5]

la membrana se crea una corriente i6nica medible a través del canal. Si el canal es bloqueado por
algin nucleotido se modificaré la corriente que atraviesa la membrana (i.e se reducira la conductivi-
dad de la membrana), y debido a las diferencias quimicas y estructurales de cada base nitrogenada
(biocompuesto caracteristico de cada nucledtido) cabe esperar que exista una relacién univoca entre
la pérdida de conductividad y el nucleétido que instantaneamente atraviesa el canal. Por lo tanto,
mediante la traslocacion (forzada externamente o a través del propio campo eléctrico) de una hebra
de ADN a través del poro puede obtenerse un perfil de corriente directamente relacionado con la
secuencia de bases de la hebra (fig. 1).

Este método de secuenciacién, facilmente escalable mediante la paralelizacién del proceso, hace
factible pensar en la secuenciaciéon del genoma de un ser humano en el orden de los quince minutos y
cien dolares [3]. Este margen de costes elevaria la secuenciacion genética al paradigma moderno de los
analisis sanguineos, favoreciendo la explosién de aplicaciones como las mencionadas anteriormente.
Por otro lado, el método senalado es, de forma abstracta, la descripcién de un analizador quimico,
y su aplicacién a otra clase de moléculas permitiria una mejora en las prestaciones de técnicas
contemporaneas, permitiendo por ejemplo el anélisis bioquimico sin actuar sobre la estructura del
objeto a medir, o (en combinacion con un control adecuada de la composicion quimica del poro) la
segregacion de compuestos en disolucion® [6].

A pesar de la simplicidad del principio que sustenta esta tecnologia y de la actividad investigadora
floreciente en el campo de la traslocacién de polimeros, lo cierto es que existen dificultades técnicas
y aun una comprension incompleta de los fundamentos fisicos que rigen la traslocaciéon forzada

'Resulta notable como la propia naturaleza es pionera en la explotacion de esta técnica, e.g canales transmembrana
altamente especificos sensibles a iones tan parecidos quimicamente como Na™ y K.



externamente de polimeros a través de nanoporos. Es en esta direcciéon que el presente trabajo aspira
a colaborar, introduciendo un sistema inédito en la literatura especializada como es la traslocacion
de polimeros en presencia de un poro y una membrana flexible.

En investigaciones previas del grupo de Fisica Estadistica y No Lineal de la Universidad de
Zaragoza sobre la traslocacién polimérica, se han encontrado acoplos resonantes entre la dinamica
del polimero y la accién de un campo externo dependiente del tiempo aplicado sobre el poro [7], [8];
motivados por este descubrimiento se busca investigar en qué medida dicho efecto es reproducido
por un poro flexible sometido a fluctuaciones térmicas (de tal modo que actiie efectivamente sobre
el polimero traslocante como un campo externo dependiente del tiempo).

En este contexto, el objetivo principal de este trabajo seré disenar un protocolo para la simulacién
de un sistema novedoso: la traslocacion forzada (mediante traccion externa) de un polimero a través
de un poro flexible, insertado en una membrana también flexible. Un sistema semejante presentara
un elevado niimero de grados de libertad, y consecuentemente un alto coste computacional asociado a
resolver su dinamica, por lo que se acudira a técnicas de célculo no convencionales como la simulacién
acelerada mediante procesadores graficos (GPU, graphic processor unit) en combinacion con célculo
clasico en CPU; para ello se aprovecharan las capacidades implementadas en el entorno de simulaciéon
Gromacs, originalmente diseniado para efectuar simulaciones de dindmica molecular a todos los
atomos y que debera ser adaptado al uso dado en este trabajo (en particular, a la escala mesoscopica y
a la geometria disefiada para las simulaciones de traslocacion, tal y como se detallara en las siguientes
secciones).

2. Fisica de la traslocaciéon de polimeros

Las primeras aproximaciones tedricas a la traslocacién de polimeros tuvieron lugar a finales de
los afios noventa, (Sung y Park en 1996, Muthukumar en 1999 [9]), modelando el proceso como
un fendémeno de escape en un pozo potencial unidimensional, y utilizando como coordenada la
longitud de la cadena en la region trans (coordenada s). El resultado central de estos estudios es
la determinacion del tiempo de traslocacién del polimero en funcién del nimero de monémeros,
encontrandose una ley de escala typqs ~ N, con a = 2 si el término de friccién dominante sobre el
polimero se debe a la viscosidad del medio acuoso en que ocurre el proceso, y a = 1 en caso de que
domine la friccién debida a la interaccién poro-polimero. Posteriormente se refiné el calculo para
incluir el efecto de estabilizaciéon del polimero, que tiende a contraerse en un espacio del tamano de
su radio de giro (ver apéndice A) Ry, ~ NYF, donde vp es el exponente de Flory , dando lugar a la
ley de escala tyqs ~ N1TVF [10, 11].

En la practica los experimentos de traslocacion (y en consecuencia sus potenciales aplicaciones)
deben realizarse forzando externamente el paso del polimero a través del canal (fuerza externa),
de forma que este ha sido el caso més estudiado desde la perspectiva teédrica. El formalismo més
extendido para el estudio dindamico de la variable s es la teoria de propagacion de la tension [12], en
el que la fuerza que experimenta cada monémero se propaga desde la particula sobre la que se actia
externamente hacia el extremo cis del polimero en forma de un frente de fuerzas. En este sentido
se pueden distinguir varios regimenes en funciéon de la severidad de la traccion (fig. 2): (i) strong
stretching (SS), en el que la fuerza de arrastre es grande comparada con las fluctuaciones térmicas y
el polimero se encuentra completamente estirado una vez es alcanzado por el frente de propagacion.
(ii) stem-flower (SF), en el que fuerzas de arrastre mas débiles resultan insuficientes para mantener
estirada la cadena durante el proceso, y (%) trumpet-regime (TR), donde la fuerza es insuficiente
para estirar siquiera una pequena fraccion de la cadena [13].
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Figura 2: Mapa de los varios regimenes de traslocacién en funcién de la fuerza aplicada y el ntimero
de mondémeros. La magnitud f = fbo/kpT, con f la fuerza de traccion y by la distancia de equilibrio
entre monoémeros [5].

En tanto que el régimen de fuerzas altas strong stretching produce una dindmica muy separada del
equilibrio (y por tanto unos resultados menos influenciados por las fuerzas entropicas del polimero),
asi como tiempos de traslocacion menores (permitiendo mayor estadistica), se adoptara este régimen
en el desarrollo del presente trabajo.

3. MaAquina de simulacién quimica Gromacs [14]

El paquete de simulacion Gromacs consta de una serie de herramientas informaticas disenadas
para llevar a cabo ciertas tareas en el &mbito de la quimica computacional y el modelado molecular,
entre las que destacan la minimizacién energética de estructuras, la simulacién de dindmica molecular
y el analisis de propiedades mecanoestadisticas dindmicas y en equilibrio. El sistema de unidades
del paquete estd adaptado para producir valores numéricos cercanos a la unidad en la escala de la
biologia molecular: [L, T, 0, Q, M| = [nm, ps, K, e, uma]

A continuacion se detallan los aspectos técnicos de Gromacs més relevantes que fueron explotados
para la realizacion de este trabajo:

*Nota sobre la nomenclatura: en esta seccion y siguientes apareceran en cursiva los nombres propios
de Gromacs y en paloseco los pardmetros seleccionables del modulo de simulacion.

3.1. Entorno de simulacion

El entorno o caja de simulacién sera el entorno virtual definido por las distancias maximas a las
que dos particulas simuladas pueden situarse en las tres dimensiones del espacio. La restricciéon de un
espacio de simulacién limitado es antinatural para la mayoria de experimentos a simular, de modo
que Gromacs aplica condiciones periddicas de contorno (PBC') junto un convenio de minima imagen
(dada una particula, esta solo verd una copia de cada una de las restantes particulas del sistema:
aquella que se encuentre a menor distancia) para minimizar los efectos de borde; esto introduce,
sin embargo, un artificio debido a la periodicidad del sistema, que en cualquier caso se prevé menos
grave que una frontera con el vacio.

Gromacs permite la eleccion de diversas geometrias para la caja de simulacion; en el caso de
este trabajo se ha utilizado un entorno de simulacién ortoédrico para ajustarse a la morfologia



membranosa del sistema.

3.2. Interacciones en Gromacs

Gromacs clasifica las funciones potenciales de las que se derivan las fuerzas en tres clases: (i)
non-bonded, (ii) bonded y (iii) restraints (ligaduras, no utilizadas para la realizacion de este trabajo).
3.2.1. Interacciones non-bonded

Potenciales de interaccion entre dos particulas ¢, j del sistema, de Coulomb:

L qig;
Vilr:) = 1
o(rig) dmeg €414 M)
y Lennard-Jones:
o1 ) SN2 N
Voor(re) = — Ty (%) (i 9
LJ( ’L]) Ti1j2 T?j i rij rij ( )

que dan cuenta de las interacciones electrostaticas y de Van der Waals entre los diferentes elementos
del sistema. Las cargas eléctricas de cada particula y los elementos de las matrices de parametros de
LJ (Cj;) dependen de cada particula o tipo de d&tomo (de hecho este conjunto de valores junto con
la masa constituyen en gran medida la informacion que Gromacs engloba bajo la palabra «atomoy;
el conjunto de 4tomos que participan en una simulacién deben ser provistos con anterioridad en
el fichero campo de fuerzas, que detallaremos en las proximas secciones). En aras de la eficiencia
computacional, las interacciones de Van der Waals y Coulomb se truncaran artificialmente (cutoff)
a un rango méaximo de accién que se definiré en los parametros rvdw y rcoulomb respectivamente. En
adelante se empleara la notacién r,;, para referirnos indistintamente al cutoff de las interacciones
non-bonded.

3.2.2. Interacciones bonded

Las interacciones bonded modelan el enlace quimico entre 4tomos de una misma molécula. Las
particulas ligadas mediante estos potenciales deberan aparecer listadas en ficheros que leera Gro-
macs antes de una simulacién, y permanecerian invariantes durante todo el desarrollo de la misma
(por lo tanto no es posible observar reacciones quimicas). Gromacs contiene programados diferentes
potenciales de esta clase a dos (bond) tres (angle) o cuatro (dihedrals) particulas; los utilizados en
la realizacién de este trabajo para el modelo del poro han sido:

» Potencial armonico (dos cuerpos):
Vi (7 :lkij o bi)? 3
b(rij) 5" (rij — bij) (3)

» Potencial armonico angular (tres cuerpos):
Va (67%) = Sk (674 — 6%’ (4)
a 90 0

. —
Donde 6%7% = arc cos (”—“)
T‘U’r‘kj



A pesar de distinguirse en las formas de los potenciales y de modelar fuerzas de naturaleza
diferente, la principal distincién entre interacciones bonded y mon-bonded radica en la manera en
que Gromacs etiqueta las particulas involucradas en cada interaccién concreta; las particulas ligadas
mediante interacciones bonded deberan aparecer especificadas en parejas o trios en uno de los ficheros
que se incluiran como condicion inicial de la simulaciéon (llamado fichero de topologia,), de tal suerte
que estas configuran una lista fija, en el sentido de que no es modificada durante el desarrollo de la
simulacion.

Por otro lado, para evitar una gasto de recursos innecesario, las particulas que participan en una
interaccién non-bonded respecto de una [particula] dada se encuentran limitadas a una distancia
méxima, a partir de la cual la ganancia en exactitud se puede considerar despreciable en comparacion
con la pérdida en velocidad de computacién. Los pares de particulas susceptibles de participar en
una interaccién de esta clase se encuentran especificados en listas de vecinos dindmicas, que son
actualizadas cada nstlist iteraciones por el modulo de simulacion (tipicamente nstlist &~ 10). Esta lista
dindmica contiene en cada instante y para cada particula del sistema: el indice entero que la identifica
en el sistema (i) , un radiovector que especifica su posicion (r;) y los indices de todas las particulas
que se encuentran dentro de la bola de centro r; y radio (cutoff) rlist, {j tales que |r; — r;| < rlist}.

Gromacs implementa dos esquemas para gestionar las listas dindmicas y determinar las particulas
que efectivamente participardn en una interaccién non-bonded: group y verlet.

3.2.3. Esquema group

En la aplicaciéon de este esquema, la lista de vecinos estara formada por pares de grupos de carga
(de al menos una particula), que deberan ser predefinidos en el fichero de topologia. El criterio para
incluir a un par de grupos en la lista de vecinos serd que sus respectivos centros de geometria se
encuentre dentro de la distancia de cutoff de la interaccion (r,;). Una vez un par de grupos ha sido
seleccionado como interactuantes (en un instante concreto de la simulacion), la lista de vecinos se
rellena con todas las parejas que se pueden formar entre particulas de uno y otro grupo.

3.2.4. Esquema verlet

En este caso el listado de vecinos se realiza atendiendo a grupos de cuatro u ocho particulas, que
al contrario que en el esquema group se constituyen dindmicamente entre las particulas mas cercanas.
Durante la busqueda de vecinos bajo el esquema verlet se define una distancia buffer (r,) mayor
que el rango de accién de las interacciones non-bonded, que actuard efectivamente como cutoff; de
esta manera se incluyen particulas dentro de una bola mayor que la generada por el propio alcance
de la interaccion (radio 7,4), i.e se incluyen las particulas pertenecientes a una corteza esférica
rop < T < T3 que contribuiran nulamente a la fuerza total sobre la particula de referencia. Dado
que la actualizacion de las listas de vecinos ocurre en intervalos constantes de nstlist iteraciones,
este método garantiza que entre dos pasos de actualizacién practicamente todas las particulas que
se encuentren dentro del rango de accién de la interaccién sean calculadas, ya que se evita falsear el
célculo con particulas a distancias ~ r,;, (que podrian entrar y salir del cutoff non-bonded en periodos
inferiores a nstlist-At, donde At es el intervalo temporal de la simulacion). Existird no obstante una
pequena probabilidad de que, entre dos pasos de actualizacion, alguna particula escape de (o entre
en) la bola de radio 3, de forma que la interaccion de este par de particulas sea calculada/obviada
erroneamente (ver fig. 3). Esta probabilidad se puede traducir en un error por exceso/defecto de
la energia potencial de una particula , que puede a su vez calcularse suponiendo un sistema en
equilibrio a temperatura finita. El médulo de simulacién permite fijar la tolerancia maxima a este
error en la energia (parametro verlet-buffer-tolerance); este valor es utilizado para definir la cantidad
r; y permanece constante durante la simulacion (en este caso el parametro rlist es ignorado).



Figura 3: Rango de accion de interacciones de largo alcance y buffer en el esquema de Verlet. La
particula (1) puede dar lugar a errores si penetra hasta la bola ry, antes de que la lista se actualice,
pero esta técnica permite evitar el error debido a la cinematica de (2).

3.3. Algoritmos de simulaciéon

Los médulos de minimizacién energética y simulacién molecular empleados en este trabajo im-
plementan los siguientes algoritmos:

3.3.1. Minimizacién energética: steepest-descendent

En este algoritmo se realizan cambios tentativos en las posiciones de cada particula, de tal modo
que el cambio se acepta si reduce la energia potencial total, y se rechaza si esta se incrementa.
Dados un sistema de N particulas, un incremento inicial hg y los vectores de 3-N componentes
r (posicion) y F = —VV (fuerzas), la rutina de minimizacion del sistema entre dos iteraciones n y
n 4+ 1 sera:
19) 1), =r,+ Whn

In+l1 = 1‘;1+1
si Vn+1 <V, —
hpnt1 = 1,2~y
29) Calculo de V41
'ny1 =Tp
si Vn+1 >V, —
hpt1 = 0,2k,

Donde méx (|F,|) representa el mayor valor absoluto de las componentes de la fuerza. El algo-
ritmo se detiene una vez esta cantidad ha alcanzado un valor de tolerancia ().

3.3.2. Integracion de las ecuaciones del movimiento: leap-frog estocastico

En un sistema de N particulas, la resolucién de las ecuaciones del movimiento para cada una de
las 3N coordenadas conducird a un conjuntos estadistico NV E, donde se conservaran el nimero de
particulas, el volumen y la energia. Para extraer informacion realista de un sistema simulado debera



utilizarse un conjunto estadistico que conserve la temperatura (NVT), i.e el conjunto canoénico.
Gromacs proporciona varias vias para lograr esto en forma de distintas modificaciones a las ecua-
ciones del movimiento (termostatos), de manera que la distribucion final de velocidades satisfaga las
condiciones del conjunto.

En el desarrollo de este trabajo se ha utilizado el modulo [de Gromacs| de dindmica estocdstica
(SD para acoplar el sistema a un bafio térmico, el cual introduce unos términos de disipacion viscosa
y ruido térmico en las ecuaciones de Newton de la dinamica molecular, dando lugar a un sistema de
ecuaciones de Langevin que determinaran la evolucién del sistema:

d2 r; 1 d

r;
mi;——5 — —miTi 7dt

o + FZ(I‘) +7r;, < f‘z<t)10‘] (t/) >=2m;y;kT 5(t — t/) (51‘7]'

Donde 7 es la constante caracteristica de relajaciéon térmica, F la fuerza neta ejercida sobre cada
particula por el sistema y r un ruido blanco que modela el ruido térmico.

El programa de simulacién integra estas ecuaciones mediante un algoritmo leap-frog modificado
para incluir los efectos de la fluctuacion/disipacion, que se implementa en forma de una fuerza
impulsiva actuando sobre cada particula al finalizar un paso temporal (¢ + At) .

leap-frog determinista leap-frog estocastico

v = v(t— At + ALF (1) v = v(t— At + ALF (1)

Av =0 Av = v/ (e77A — 1) + /28L(1 — a2)r@

v(t+ 3A) =V v(t+ At =V + Av

r(t + At) = 1(t) + VAt r(t+ At) = x(t) + (V' + $Av) At

donde r® es una variable aleatoria gausiana de media y =0y varianzaoc =1,y a =1 — e 72

3.4. Condiciones iniciales de la simulacién

El moédulo de simulacién mdrun requiere una serie de ficheros con informacién relativa a los pa-
rametros de la simulacion, posiciones (y opcionalmente velocidades) iniciales de todas las particulas
del sistema, listas fijas y una descripcion de cada particula que el moédulo podré encontrar: nombre
que distingue a cada dtomo?, masa, carga eléctrica, forma funcional de los potenciales non-bonded y
parametros C(612) del potencial de Lennard-Jones. Una agrupacion de dtomos entre las que existen
interacciones bonded define una molécula del sistema (esto es, una particula i pertenecera a una
molécula I si, partiendo de i, pueden recorrerse todas las particulas de I «saltando» entre enlaces
bonded). El listado de los nombres y parametros atomicos junto con [las listas fijas de interacciones
bonded de| una seleccion de moléculas frecuentes en la biologia molecular constituyen un campo de
fuerzas. La informacion del campo de fuerzas y el niimero de moléculas de cada tipo presentes en
una simulacion concreta (que debera coincidir con el contenido del fichero de posiciones iniciales)
constituyen el contenido del fichero de topologia.

2el término atomo es la unidad minima particular de Gromacs, pero esta no debe coincidir necesariamente con un
verdadero dtomo natural. En simulaciones atomistas es frecuente que el término incluya iones o moléculas diatémicas.



Figura 4: Representacion coarse grained de un fosfolipido superpuesta a su representaciéon atomista
[15]

4. Simulaciones coarse graining: campo de fuerzas MARTINI

Un modelo de quimica computacional se dice coarse grained (CG) cuando los grados de libertad
que representan un sistema se construyen mediante la integraciéon metddica y sistematica de varios
(~ 3 6 4) grados de libertad de un modelo atomista (en contraposicion a la escala atomica se dira que
los modelos CG operan en la mesoescala); para ello habitualmente se substituyen pequenos grupos
de dtomos por particulas individuales, y las interacciones elementales (Coulomb y Lennard-Jones)
son reemplazadas por interacciones efectivas entre estos grupos. En tanto que se trata de modelos
aproximados, estos se disenan para reproducir alguna cualidad especifica de un modelo de referencia
a todos los atomos (o de informaciéon experimental), e.g buen ajuste en la distribuciéon de energia
libre, de propiedades espaciales (dngulos promedio, elongaciones, etc) o fuerzas.

Debido al incremento de las escalas espacio-temporales en los modelos CG (y dado las limitaciones
en el tiempo de computacion y la acumulacion de errores numéricos), estos [modelos| permiten
explorar tamafios mayores y en particular intervalos de tiempo sensiblemente superiores a aquellos
accesibles mediante la simulacién a todos los atomos; es en esta tarea donde los modelos en la
mesoescala han encontrado una mayor aplicacién, particularmente aplicados a sistemas lipidicos
[16].

Para la realizacion de este trabajo se ha empleado una adaptacion (que se detallard en subsi-
guientes secciones) del campo de fuerzas en la mesoescala MARTINI; este modelo fue desarrollado
por Siewert Marrink et al. en la Universidad de Groningen en el afio 2004 para la simulaciéon de
sistemas de lipidos, y fue posteriormente reparametrizado y ampliado para permitir la reproduccion
de una mayor gama de biomoléculas [17].

Los parametros de este campo han sido ajustados contrastando los valores de solubilidad (coefi-
ciente de particiéon) en una mezcla en equilibrio de agua y disolvente organico (i.e aceite), para una
gran variedad de biomoléculas coarse grained frente a datos experimentales [16, 17]. En comparacion
con otros campos C'G orientados a buenos ajustes de propiedades estructurales bajo condiciones muy
especificas, la reproduccion de propiedades termodindmicas garantiza un amplio rango de aplicacio-
nes: ha sido empleado con éxito en el estudio de la formacion y fusion de vesiculas, dindmica de
proteinas de membrana, monocapas y bicapas lipidicas; no obstante debe tenerse en cuenta que se
han reportado comportamientos patologicos en las interfases de sistemas liquido-vapor y liquido-
solido [16].

Un aspecto relevante en los modelos mesoscépicos es la manera en que debe interpretarse la escala
temporal. Debido al proceso CG la friccién de los grados de libertad atémicos es desestimada, lo que
conduce a un paisaje de energia libre suavizado, y por tanto a una dindmica acelerada respecto de



modelos atomistas. Mediante comparaciones de la constante de difusién, se han encontrado tiempos
efectivos de simulacion entre dos y diez veces superiores en sistemas parametrizados con el campo
MARTINI que en simulaciones a todos los atomos [16]. De forma estandar se toma:

tiempo fisico simulado = 4 x tiempo de simulacién

4.1. Descripcion del modelo

El campo de fuerzas MARTINI se basa en un mapeado «4 : 1» (cuatro-a-uno), i.e en promedio
cuatro dtomos son representados por una unica particula (centro de interaccion); esta regla general
sin embargo no es de estricto cumplimiento, asi las estructuras en forma de anillo se mapean con
tantas particulas CG como sean necesarias para preservar la morfologia (lo que resulta habitualmente
en2:103:1).

En este campo se definen principalmente cuatro tipos diferentes de centros de interacién, deno-
minados: polar (P), no-polar (N), apolar (C) y cargado (Q); el campo asigna a estas particulas la
misma masa estandar m = 72 uma (correspondiente a cuatro moléculas de agua) A su vez, cada una
de estas clases se divide en una serie de subtipos:

» para los tipos @ y N: d (dador), a (aceptor), da (ambos), 0 (ninguno) en referencia a su
capacidad para ceder un electréon a un puente de hidrégeno.

» para los tipos Py C: 1, 2, 3, 4, 5, para indicar su grado de polarizibilidad (I minima, 5
maxima).

También existe un modificador de la particula introducido especificamente para formar parte de
anillos, y etiquetado mediante S («small») que puede ser aplicado a cualquier clase de centro de
interaccion (SP, SN, SC, SQ), de tal forma que varien los pardmetros de interaccion non-bonded
entre particulas modificadas (en particular la masa se ve reducida m = 45 uma).

Por dltimo cabe mencionar la particula P por ser la parametrizaciéon del agua en el campo de
fuerzas MARTINI (equivalente a cuatro molécula de agua, sin embargo no debe confundirse con
el subindice del grado de polarizabilidad). Estas particulas tienen un punto de congelacion dirigido
mediante nucleacién entorno a los 300 K, claramente superior al agua en condiciones termodindmicas
normales; si bien el proceso de nucleacion es de naturaleza estocastica y las simulaciones muestran
vidas medias tan largas como ~ microsegundos (lo que en la practica es a menudo mayor que la
propia duracion de la simulacion), lo cierto es que estructuras superficiales solidas o incluso lipidicas
pueden actuar como centros de nucleacién per se, convirtiendo en un problema la congelacién del
agua incluso a temperaturas moderadas. Para evitar esto se introduce ad hoc una particula especial
BPy (BigPy), que interactia con el agua intensamente a través de un radio de Van der Waals
ampliado. La perturbacion introducida evita la cristalizacion del agua en concentraciones ~ 10 % de
BPy respecto de Py.

4.2. Interacciones bonded y non-bonded

Los términos bonded y non-bonded en MARTINI remiten exactamente a las definiciones dadas
en Gromacs; las interacciones entre particulas ligadas mediante enlace quimico son aquellas descritas
en las expresiones (3) y (4) de la seccion previa, con unos valores estandar de las constantes ky =
1250 kJ /nm? mol™t, by = 0,47nm, kg = 25kJmol™! y 0y = 180° (sin perjuicio de que puedan ser
modificadas para biomoléculas concretas en el ficheros de topologia).

Las interacciones de largo alcance toman asi mismo las formas funcionales (2) y (1), si bien en
este caso MARTINI define diez niveles de interaccion (i.e diez diferentes parejas de constantes e,
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| Nomenclatwra | O [ 1 [ O | 1l | IV | V | VI [ VI |[VI] IX |
€ kJ [mol 56 | 5,0 | 45|40 [35]31]27][23]20]20
o nm 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,47 | 0,62

Cuadro 1: Nomenclatura y parametros de las distintas interacciones non-bonded previstas en MAR-
TINI

Q P N C
sub da d a 0 5 4 3 2 1 da d a 0 5 4 3 2 1
Q da O O 0 I 0 0 o 1 I I I 1 IV V VI VI IX IX
d o 1 O I 0 o) o 1 I I m I IV V VI VI IX IX
a O o0 I oI o 0 o I I 1 I m IV V VI VI IX IX
0 oI O o v I o) I O m II m I IV V VI VI IX IX
P 5 O O o0 I o) o) o o o 1 I I IV V VI VI VI VI
4 O O O o0 o I I O O I m Im IV V VI VI VI VI
3 O O o0 I o I I O O oI @O o IV IV V V VI VI
2 I I I o o i O O @O O O O m IV IV V VI VI
1 I I I m o i oI @O @O I O I m IV IV IV V VI
N da 1 I I m I I oI @O @O 1T O I IV IV V VI VI VI
d I m I m 1 I oI O @O I m I IV IV V VI VI VI
a I I m m I I I O O o O Im IV IV V VI VI VI
0 IV IV IV IV IV IV IV m m IV IV IV IV IV IV IV V VI
c 5 vV VvV VvV VvV Vv v IV IV IV IV IV IV IV IV IV IV V V
4 VI VI VI VI VI VI V IV IV V V VvV N IV IV IV V V
3 VI VvOI VI VvI VI VI V V IV VI VI VI IV IV IV IV IV IV
2 X X IX IX VvIL vl VI VI V VI VI VI V V V IV IV IV
1 IX X IX IX VII VIO VI VI VI VI VI VI VI V V IV IV IV

Figura 5: Relacion entre las posibles parejas de centros de interacciéon contempladas en MARTINT
y el nivel de sus interacciones|17].

o), etiquetadas como: O (solidos a temperatura ambiente), I (interaccion polar fuerte, e.g agua), II
y III (liquidos volatiles como etanol o acetona), IV (interacciones no polares en cadenas alifaticas),
V' a VIII (repulsion hidrofobica entre fases polar/apolar), IX (repulsion entre particulas cargadas
y un medio muy apolar).

Junto con la propia definicién de los sitios de interacciéon, el aspecto principal del campo de
fuerzas es la asignacion de uno de estos niveles a cada posible pareja de entre las particulas del
campo (fig. 5).

4.3. Parametros constantes de la simulacién con MARTINI

El estandar del campo de fuerzas MARTINI incluye la predefinicion de algunos parametros de
la simulacion que, en principio, Gromacs permite modificar. Estos valores deben entenderse como
parte del campo, y por tanto no podran ser alterados sin comprometer la fidelidad del modelo que
subyace a MARTINI.

Algunos de estos parametros incluyen el intervalo temporal dt < 3ps, constante dieléctrica
relativa del medio epsilon r = 15 (utilizando un modelo de agua Pj; existe una parametriza-
cion polarizada de agua que requiere reducir epsilon r = 2.5), esquema para la elaboracion de
listas dindamicas cutoff-scheme = wverlet, distancia de cutoff para las interacciones de largo alcan-
ce rcoulomb/rvdw = 1,1nm y tolerancia al error en la energia de las interacciones non-bonded
verlet _buffer _tolerance = 0,005 kJ/ps mol 1.
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5. Simulacién de experimentos de traslocacién de biopolimeros a
través de nanoporos en la mesoescala

En este trabajo se pretende introducir un entorno poco explorado para la simulacién numérica de
experimentos de traslocacién en la mesoescala, a saber la simulacién de un sistema tridimensional con
una membrana y un poro activos (en el sentido de interactuantes con el traslocando), particularmente
orientado al analisis del acoplo entre las propiedades mecénicas del poro (condensadas estas en su
espectro de modos normales) y el fenomeno de la traslocacion. Debido al uso intensivo de recursos
computacionales que supone la integraciéon de la dindmica en sistemas con elevado niimero de grados
de libertad (en el caso de simulacién explicita de solvente puede ascender a ~ 10° particulas), se
ha optado por el uso del paquete de simulaciéon Gromacs , que implementa un potente motor de
paralelizacion en CPU y GPU (ver seccién 1). Como campo de fuerzas se ha utilizado MARTINI
por su orientaciéon a la mesoescala (tal y como se detallo en la seccion previa), asi como por estar
especialmente optimizado para la simulacién de lipidos, que constituyen la biomolécula mas numerosa
en este sistema de traslocacion; pese a esto, debido a (i) el interés que despierta el fenomenos de
la traslocacion polimérica en sistemas nanotecnoldgicos y no estrictamente biologicos [18] y (i) la
relacién no univoca entre biomoléculas y particulas del campo (necesario debido al caracter coarse
graining de este), se han introducido importantes modificaciones sobre los parametros del campo en
lo que se refiere al diseno del poro y las constantes caracteristicas del polimero.

Para comunicarse con el cluster donde se han ejecutado los programas, automatizar el lanza-
miento de simulaciones en Gromacs (incluyendo la gestion de los ficheros de estructuras y topologia)
y efectuar el analisis de los datos extraidos de aquellas se ha utilizado el programa script descrito
en el apéndice B.

5.1. Diseno del sistema

El sistema que se presenta consta de tres estructuras diferenciadas (clasificacion heredada en el
fichero de topologia, donde cada estructura es independiente de las demés): membrana lipidica,
polimero y canal (o poro). Tanto el polimero como el canal constituyen una tnica molécula,
mientras que la membrana consiste en una bicapa de fosfolipidos de la familia de las fosfatodilcolinas
(molécula parametrizada en MARTINI y que presenta buenas propiedades de autoensamblaje). Las
dimensiones espaciales estaran caracterizadas respectivamente por la superficie de la membrana
(nm?), la longitud del polimero (nm) y el radio del canal (nm). Antes de iniciar las simulaciones
se construye un fichero de posiciones iniciales en el que cada estructura ocupa un lugar adecuado
para una termalizacion efectiva, esto es, el eje del canal se alineara con el eje del polimero a lo largo
de la direcciéon z, mientras la membrana se extiende en las direcciones xy; la membrana definira dos
regiones del espacio de simulacion (cis y trans). Ambas regiones estaran interconectadas a través del
poro, que se situara en perpendicular a la membrana y ocupando su centro geométrico. En cuanto
a la posicion del polimero nos adherimos a los argumentos dados en [3] (el proceso por el que el
polimero accede a la entrada del poro es diferente de su traslocacién, por lo que ambos fenémenos
pueden estudiarse independientemente) para situarlo parcialmente dentro del canal (ocupando la
mitad de la longitud del canal, fig. 6)

5.1.1. Bicapa lipidica

La doble capa lipidica constituye la base de la estructura membranosa que rodea a una cé-
lula; en disolucién acuosa esta estructura aparece de forma espontédnea mediante el ensamblaje
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Figura 6: Configuraciones iniciales (previo a termalizar) propuestas en este trabajo para simulaciones
de traslocacion. Arriba izda: sistema desde cis. Arriba dcha: sistema desde trans. Abajo izda: visién
global del sistema. Abajo dcha: poro y polimero.

auto-organizado de biomoléculas anfipaticas, i.e que presentan simultaneamente caracter hidro-
filico/fobico. Las moléculas que mayoritariamente presentan este comportamiento en sistemas bio-
logicos son los fosfolipidos, formados por una cabeza hidrofilica unidas mediante un grupo fosfato a
dos cadenas alifaticas hidrofobicas (fig. 7).

Dado que MARTINI se desarroll6 inicialmente para simulaciones de lipidos, existe un amplio re-
pertorio de fosfolipidos de la familia de las fosfatodilcolinas parametrizados y ampliamente testadas.
Para la construcciéon de la membrana se opta por el fosfatidilcolina distearol (DSPC, fig. 8) debido a
la tendencia que presenta a organizarse en forma de bicapas (enfrentando entre si las colas alifaticas
para reducir el contacto con el solvente, y exponiendo de este modo las cabezas hidrofilicas), asi
como por la estabilidad de la estructura.

A pesar de esta capacidad para conformarse en una seccion de membrana a partir de una sus-
pensioén, con el fin de reducir el tiempo necesario para termalizar se el programa script construye
un sistema inicial preconfigurado en forma de bicapa a partir de una medida de la superficie de la
membrana (.S,,) (introducida inicialmente como parametro), separando cada molécula una distancia
igual al radio de Van der Waals ¢ = 0,47 nm. Seguidamente se crea el hueco donde se acomodara
el poro, creando una perforacién en la membrana con origen en su centro y radio igual al radio
del canal, r. (visto desde la alzada de la bicapa). Con todo esto, la membrana contendra 25’”—0_}’”3
fosfolipidos.

5.1.2. Poro

El poro diseniado para estas simulaciones ha sido parametrizado ad hoc imitando los aspectos
esenciales de las proteinas transmembrana que se encargan de regular el transporte de grandes
moléculas entre los espacios cis y trans de la membrana celular (en particular la traslocacion poli-
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Figura 7: Representacion de la molécula de fosfatidilcolina (izda). Esquema de la parametrizacion
coarse graining del fosfolipido (DSPC') empleado para construir la membrana (dcha)

Figura 8: Autoensamblaje de la membrana a partir de un coloide de fosfolipidos (izda). Seccion de
membrana celular tal y como es producida por el programa script (dcha).
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Figura 9: Morfologia del canal. En la vista de perfil se evidencia la estructura formada por el colapso
de un plano cristalino hexagonal.

mérica). Esta formado por una serie de particulas dispuestas en geometria cilindrica formando sobre
su superficie una red hexagonal (originalmente se experimentd con redes cuadradas -mas sencillas
de implementar-, pero esta disposicion conducia a canales absurdamente inestables).

Los enlaces quimicos del canal se simulan con interacciones bonded entre vecinos de cada celda
unidad: cada vértice de la red se enlaza con su centro mediante potenciales de tipo bonding (armonico
en la distancia, ec. 3; representados como flechas en la fig. 10), y cada par de dtomos opuestos se
ligan mutuamente via el &tomo central con potenciales bending (armonicos en el dngulo relativo, ec.
4; representados en el panel izquierdo de susodicha figura con pares de flechas de distintos colores).

El canal se alojara en el hueco abierto en la membrana (fig 6) de tal manera que ocupe todo
el ancho de aquella (en el caso de una membrana formada por DSPC' se fija un poro de longitud
lc = 5,4nm de longitud). En cuanto a la quimica del canal, se pueden distinguir dos regiones: una
central en contacto con las cadenas alifaticas de los fosfolipidos, que estara formada por particulas C;
(dando lugar a un nivel IV de interaccion atractivo, ver fig. 5), y dos regiones en los bordes en contacto
con las cabezas polares de la membrana, caracterizados en este caso por centros de interaccién
con caracter polar P3 [1, 19]. Esta configuracion en dos regiones imita (de forma simplificada) la
organizacion de proteinas transmembrana en sistemas bioldgicos, en los que un canal formado por
una o varias hélices-a se encuentra aislado del cuerpo de la membrana por una estructura envolvente
de aminoécidos hidrofobos.

Para abarcar un amplio margen de propiedades mecénicas las constantes caracteristicas de las
interacciones bond del poro se variaran entre grandes cotas durante la explotaciéon del modelo;
sin embargo cabe mencionar una suerte de «valores estandary» (basados en la parametrizacion de
MARTINI para aminoacidos frecuentes como la alanina) de las constantes (ver seccion 3.2.2) kj ~
7500 kJ/anmol_l, bo ~ 0,33 nm, kg ~ 50 kJmol~!. Esta sera la notacion usada en adelante para las
constantes estructurales del poro.

5.1.3. Polimero

El modelo de polimero utilizado en el desarrollo de este trabajo esta formado por una cadena
sencilla unidimensional, parcialmente basada en la parametrizacion de polietilenglicol (PEG) dis-
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Figura 10: Izda: esquema de uniones bonded de cada particula del canal. Dcha: segmento del poro
donde se han destacados las particulas bonded-interactuantes (rojo) con dos elementos del poro

(azul).

hydrophobic amino acid
side chain

hydrogen bond

5.4 nm

A
P =
LW

phospholipid

Figura 11: Izda: ilustracion de un canal simple (una a-hélice) embebido en una secciéon de membrana
celular. Dcha: simulacion de proteina transmembranosa mediante un canal con una regién central

apolar (azul) y extremos polares (rojo) [1]
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Figura 12: Polimero equilibrado preparado para la simulaciéon. El extremo estirado comienza inser-
tado en el poro.

ponible para MARTINI. Esté constituido en su mayor parte por centros de interaccion Ny (frente
a SNy de la parametrizacion original) que interactian de forma débilmente repulsiva con la zona
intermedia del poro, y atractiva con los bordes; las particulas de los extremos del polimero estan
formadas por dtomos P, (heredado del PEG, donde representan grupos OH terminales).

La topologia es simple, encontrandose unidas mediante interacciones bond las particulas adya-
centes, y bending cada grupo de tres dtomos contiguos; asi mismo, se conserva la constante bond del
modelo original (kppor = 1,7 X 104 kJ/nm2mol_1), pero se reduce kg po y se incrementa el angulo de
equilibrio 6 o para facilitar el plegamiento del polimero (fig. 12) durante la fase de termalizacion
(kgpot = 10kJ mol_l, 00,po1 = 180°). En relacion al polimero se empleara la notacion lpol para espe-
cificar su longitud, bg o1 para la constante de equilibrio bond y Npo para el ntimero de particulas
que lo forman (relacionadas mediante lpo1 = Npo1-bo pol)

5.2. Analisis estructural del nanoporo

Dado que en este trabajo se busca investigar la contribucién de un poro con estructura a la
fenomenologia de la traslocacién, se ha prestado especial atenciéon al analisis de las propiedades
mecénicas derivadas de las interacciones bonded del canal, asi como a su dependencia con estas.
Para ello (y debido a la dificultad de manipular las constantes elasticas en un sistema discreto), se
utilizard como observable propio de «las propiedades mecéanicas» el espectro de modos normales del
poro (para unos valores ky, kg determinados, ver ecs. 3 y 4).

El analisis de los modos normales del canal en aproximaciéon armonica (esto es, pequenas os-
cilaciones entorno al equilibrio, i.e baja temperatura) se llevard a cabo utilizando el modulo es-
pecifico para tal efecto del paquete Gromacs mediante la diagonalizacion de la matriz hessiana,
H= H;; = % Gromacs enumera los modos mediante un indice n € [1,3N] en el sentido
de frecuencias creci]entes; los modos 1-6 estan reservados para los movimientos de frecuencia nula:
traslacion en las tres direcciones del espacio (1-3), y rotacion entorno a los ejes Z, g, Z (4-6). Del
conjunto de 3N modos normales se seleccionan aquellos que podrian llamarse «modos de respira-
ciony del poro, movimientos colectivos de gran amplitud de onda (y baja frecuencia) que puedan
influir en la dindmica del polimero a lo largo del canal en las escalas de tiempo de la traslocacién
(v ~ 0,1ps~1); se tomard como paradigma de esta dindmica de respiraciéon el modo n® 15, que
presenta la forma expuesta en fig. 13.

A continuacién se obtienen sisteméticamente los mapas de frecuencias caracteristicas de estos
modos en un espacio k, x kg € [103,2:105] x [25,1200], para canales de diferente radio (0,50 y 0,70
nm); una vez mas se reproducen aqui unicamente los mapas obtenidos para el modo de referencia

(fig. 14)

17



Modo 10

Modo 7

Modo 20

18

).

2

2

modo normal (tomado como referencia de modo de respiracion). Abajo: ejemplo de otros modos
écimo y vigésimo

Figura 13: Arriba: Configuraciones (amplitudes méximas) del canal oscilando en el decimoquinto

normales (séptimo, d



Radio = 0.70 nm Radio = 0.50 nm

1.4 1000, 2.2
1.8
1.6
1.4

1.2

0.8
0.6

0.4

0.2

100000 1000 10000 100000

Figura 14: Mapa de las frecuencias caracteristicas para modos de gran amplitud, en funciéon de las
constantes estructurales del poro.

5.3. Etapas de la simulacién

El programa script esta disenado para barrer una linea recta del mapa de frecuencias (fig. 14),
produciendo en cada punto una trayectoria promediada sobre varias simulaciones (~ 24 repeticiones,
aunque este nimero puede variar en funcion de las condiciones de ruido de la trayectoria, particular-
mente dependiente de la velocidad de arrastre y la constante de friccion viscosa). Cada simulacion
utiliza como condiciones iniciales las estructuras descritas en 5.1, y se compone de varios pasos entre
los que se puede distinguir:

1) Diseno del entorno de simulaciéon Paso preliminar a cualquier simulacion con Gromacs;
aqui se define la caja de simulacion (i.e dimensiones de la celda unidad sobre cuyas paredes se
aplicaran las condiciones periodicas de contorno), y se centra el sistema en dicho entorno.

Para este trabajo se han utilizado celdas ortoédricas de tal modo que el plano XY de la caja sea
paralelo a la membrana y normal a la direccion de traslocacion (2). Las dimensiones de la caja en el
plano de la membrana se calculan como: Ly y = v/Sy, 42 X 0, donde L denota la longitud de la caja,
Sm la superficie de la membrana y o el radio de Van der Waals (= 0,47 nm). Esta disposicion con el
borde de la membrana cercano a la pared, junto con el parametro de Gromacs periodic — molecules =
yes (que desactiva el criterio de la minima imagen por el que cada dtomo solo interactiia con el
vecino més cercano a pesar de las condiciones periodicas de contorno), permiten que la membrana se
extienda virtualmente mas all4 del entorno de simulaciéon redundando en su estabilidad, sin aumentar
realmente el nimero de particulas del sistema (y por tanto el gasto computacional). En cuanto a la
dimensién longitudinal L, = 2 X [, siendo [, la longitud del polimero completamente estirado.

2) Primera minimizaciéon Se lleva a cabo utilizando el algoritmo steepest-descendent descrito
en 3.3.1, y busca garantizar la estabilidad numérica del médulo mdrun durante la simulacién de la
dinamica (especificamente, la simulacion terminara con un error si el movimiento de un 4tomo en un
solo intervalo temporal expulsa a este de su dominio de paralelizacion [20]; para evitar esto deben
minimizarse las tensiones como paso previo).

19



Figura 15: Sistema membrana-poro-polimero termalizado. Si difuminan las particulas que forman
parte de la membrana para visualizar la situaciéon del canal transmembrana

3) Termalizacién Orientado a alcanzar el equilibrio térmico del sistema con el bafo térmico. La
mayor parte del tiempo es consumido en termalizar el polimero, definiendo como tal la situacion
en la que el radio de giro (ver apéndice A) alcanza un estado estacionario; script implementa esta
condicién, sin embargo debido al volumen de céalculo implicado en esta tarea en la practica se ha
utilizado una base de datos de polimeros pre-termalizados. La dindmica del polimero durante la
termalizacion tiende a modificar la porcién pre-insertada en el poro: si el canal es grande parte del
polimero se puede estabilizar dentro, y si es pequefio puede verse extraido hacia la regiéon cis; para
evitar esto se bloquea la dinamica de dicho segmento polimérico durante esta fase (fig. 12).

4) Introduccion del solvente en el sistema: En caso de realizar una simulaciéon que incluya
explicitamente la presencia de agua parametrizada, en esta etapa se llena la caja de simulacion
(utilizando el modulo solvate). Script modifica el fichero de topologia de la forma adecuada para
incluir las nuevas moléculas.

5) Segunda minimizacion: Simulaciéon idéntica a (2), motivada por la inclusiéon del solvente
recién anadido.

6) Equilibrado: Nueva termalizacion, orientada en este caso a la estabilizacion de las estructuras
del sistema con el agua; se simulan espacios temporales breves (en general no mayores que la mitad
del tiempo de termalizacion), y de hecho esta etapa es totalmente prescindible si el sistema no incluye
solvente explicito.
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Figura 16: Esquema de traccion; (7) régimen de fuerza constante: X = cte, v = variable dinamica.
(i) velocidad constante: X = variable dinamica, v = cte

7) Traslocaciéon: La traslocacion se realiza mediante la simulacion de una particula (virtual)
tractora, que ejerce una fuerza armonica sobre el extremo del polimero inicialmente insertado en el
poro (en adelante extremo trans, y por extension particula trans). Se distinguen dos regimenes de
traccion en funcion del comportamiento de esta particula (fig. 16): fuerza constante, en el que la
particula ¢rans sufre una fuerza constante y predefinida en la direccion de traslocacion (por lo cual
la velocidad del centro de traccion es incontrolable y debe ser calculada dindmicamente) y velocidad
constante, que de forma reciproca define la velocidad de la particula virtual, dejando por tanto a
merced de las ecuaciones del movimiento la distancia respecto de trans (i.e la fuerza ejercida sobre
el extremo).

A través de script se pueden fijar una gran cantidad de parametros previo a la simulacién;
aquellos mas caracteristicos para la realizacion de este trabajo han sido: el radio del poro (0,50 <
7. < 0,70 nm), la constante de friccion (1,0 < 771 < 2,0ps~1), velocidad de traccién (modo velocidad,
0,01 <v <0,5ps~!3), fuerza de traccion (modo fuerza, 200 < F < 400 k.J/nam mol 1), constante de
bonding (100 < ky, < 10° kJ/nm?mol 1) y flexion (bending, 10 < kg < 800 kJmol™!) de las particulas
del poro (ver fig. 17), y longitud del polimero (15 < I, < 2007nm). La duracion total de la simulacion
(tsim) se calcula: (i) para el modo fuerza, tgim = 7~ Mlc/F, donde M = masa total del polimero (i.e
M =72 x Ny uma); (i) para el modo velocidad, tgim = Nool/v.

Durante la simulacién se registran: la posicion de la particula tractora, la fuerza realizada sobre
la particula trans, la posicién de esta y el anillo del poro en la zona trans.

8) Analisis de resultados: Se dira que el polimero ha traslocado cuando el tltimo de sus centros
de interaccion ha atravesado la membrana, esto es ha penetrado en la regién trans; la informacién
bruta producida en una sola simulacién se materializa en forma de tres ficheros: curva de posicion
de la particula tractora frente al tiempo, curva de la fuerza ejercida por esta (sobre el polimero)
frente al tiempo, y tiempo de traslocacion (trqs). El tiempo de traslocacion es calculado por script
a partir de la trayectoria producida por el moédulo de simulacion mdrun (fig. 18).

Una vez se han completado todas las simulaciones a lo largo de una linea en el mapa ky, kg se
promedian las repeticiones realizadas sobre cada punto.

6. Resultados

A continuacion se exponen los resultados de las simulaciones llevadas a cabo utilizando la herra-
mienta expuesta en las secciones previas; debido a las exigencias en tiempo de célculo las simulaciones

3En unidades de la distancia de equilibrio para la interaccion bond de las particulas del polimero, by por = 0,33 nm.
Esto es, la velocidad de la traccion sera 0,33-v nm/ps
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Figura 17: Para valores pequenios de la constante de bond k, y grandes de bending kg, la atraccion
del canal con las cadenas alifaticas de la bicapa cae bruscamente, propiciando el arrastre del poro
fuera de la membrana durante la traslocacion; por ello, se evitara simular en la regién sombreada.

Figura 18: Extraccién del tiempo de traslocacion a partir de la trayectoria: script detecta el fotograma
en el que la dltima particula del polimero atraviesa el ultimo anillo del poro (entendiendo por tal el
més cercano al lado trans)
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Figura 19: Escalado del tiempo de traslocacién con el tamano del polimero para dos fuerzas diferentes
(escala logaritmica)

por defecto han sido realizadas sin incluir agua de forma explicita, para lo cual se implementa una ver-
sion (estandar) del campo MARTINI adaptado a simulaciones con solvente implicito (dry martini).
Los ejes y magnitudes temporales que aparecen en esta seccién son consistentes con las unidades
fisicas a que acompafian, i.e estan reescalados en un factor cuatro respecto de los valores numéricos
arrojados por las simulaciones (ver seccion 4). Asi mismo se mantendra una temperatura constante
T = 320 K, radio del poro r, = 0,5 nm y longitud del polimero [,,,; = 30 nm (salvo especificacion en
contrario).

6.1. Verificacion del modelo: ley de escala del tiempo de traslocacién con el
tamano del polimero

Para comenzar esta secciéon se reproduciran algunos resultados conocidos a propésito del tiempo
de traslocaciéon en funcién del ntimero de particulas del polimero bajo la acciéon de una fuerza
constante (fig. 19) [10, 11]. Para la siguiente simulaciéon se han empleado valores estandar de rigidez
del poro (ky = 7500 k7 /nm?>mol ™1, kg = 50 kJmol™1), y una constante de friccion 775 = 1,0ps™! :

Tal y como cabia esperar se encuentra una dependencia ¢ ~ «(F )NV para el tiempo de traslo-
cacion; de acuerdo con la ley de escala t ~ N1T¥F se encuentra para el polimero utilizado en este
trabajo vy = 0,78, en buen acuerdo con el exponente de Flory para un polimero tridimensional con
volumen excluido e interaccion bending (0,6 < vg, < 1,0, ver seccion 2).

6.2. Curvas de fuerza y posicion durante la traslocacion: condiciones estandar

Introducimos las curvas de fuerza F'(t) y posicion X (¢) frente al tiempo durante la traslocacion.
Estas simulaciones han sido realizadas con pardmetros estandar (k, = 7500k//nm? mol ™!, ky =
50 kJmol !, lpot = 30mm) a velocidad v = 0,1ps~! (en régimen de welocidad constante) y fuerzas
F = 200; 400 k7/nmmol ™! (régimen de fuerza constante).

El aspecto mas destacable de estas curvas es la evidencia de una barrera de potencial que se
opone a la traslocacion del polimero en su etapa final: suponiendo que (en el régimen de velocidad
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F(t), condiciones estandar
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Figura 20: Fuerza frente al tiempo en una simulacién estandar a velocidad de traccién constante,
donde se han destacado los eventos relevantes de la trayectoria. En naranja se muestra la curva
suavizada mediante transformada rdpida de Fourier

constante) el muelle tractor es lo bastante rigido como para que el polimero se desplace a velocidad v,
y la constante de friccion es lo bastante elevada como para que el polimero se mueva constantemente
en velocidad limite, entonces la fuerza neta que este experimenta serd: Fyeta = vM/7, donde M =

72Npo1 uma; dados los valores de estas simulaciones esto implica Freta = 213,84 %J/nm mol™!. De
esta forma se puede expresar la fuerza ejercida por el poro como
Fneta =F+ fporo (5)

donde F' denota la fuerza registrada en las curvas, i.e la fuerza ejercida sobre el polimero por la
particula tractora. A partir de las curvas de trabajo realizado sobre el polimero:

W(x) = 3 vF(a/v) At - / F() dz
y de la expresion 5, puede deducirse el perfil de potencial (fig. 21) como:
/Fneta dx = 213,84 kJ /nm mol Lz =W + /fporo de =W — Vporo()

Vioro(®) = W (x) — 213,84 %7 /nmmol "'z (6)

Bajo la suposicién de velocidades de arrastre suficientemente pequenas, el sistema podria con-

siderarse en condiciones de cuasiequilibrio e identificar la figura 21 con el perfil de energia libre,
Vooro =~ AFpore 4 [21].

Por tltimo resulta interesante notar como se manifiesta la barrera de energia en las simulaciones

a fuerza constante, en forma de un descenso de velocidad y en la existencia de una fuerza umbral

minima para superar la traslocacién.

4Como ya se expreso en la introduccion, la dindmica en un régimen strong stretching se encuentra lejos del equilibrio.
Por lo tanto, este resultado de hecho mo representa el perfil de energia libre del poro que nos ocupa, y el perfil de
potencial obtenido no es extrapolable méas alla de las condiciones de la simulacién (suficiente sin embargo para ilustrar

la presencia de la barrera).
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Figura 21: Perfil de potencial del poro, donde se aprecia la barrera responsable del aumento de fuerza
antes de la traslocacion.
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Figura 22: Curvas de posicion frente al tiempo para dos simulaciones a fuerza constante. Destaca
como en la curva superior, la fuerza es insuficiente para vencer la barrera de potencial

25



v=0.01 ps}, T=1.0 ps v=0.01 ps~}, T=0.5 ps

| -200———

20— —

0 5000 le+04 1.5e+04 2e+04 0 5000 le+04 1.5e+04 2e+04
v=0.1 ps’}, T=1.0 ps v=0.1 ps~%, 7=0.5 ps
1000+

ol ] VAN

[«] | £ \

2 500

£ ]

o ] 7

S 0w — Poro blando

o ] 1 Poro estandar

-20%0——+—++—+—+—+++—r++—r—+r—r—r——rr+— =500 ——
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

tiempo [4 - ps]

Figura 23: Simulacion de traslocacion para dos clases de poros, a diferentes velocidades y en medios
de distinta friccion.

6.3. Influencia de la velocidad de traccién y la fricciéon en las trayectorias

Debido a la alta dimensionalidad del espacio de parametros y con el fin de justificar la restriccion
sobre algunos de ellos en siguientes simulaciones, se muestra una comparativa de varias curvas
F(t) obtenidas mediante traslocaciéon a través de un poro «blando» (ky = 1007 /nm2? mol ™!, kg =
10 kJmol_l) y estandar, a velocidades v = 0,1ps™! y v = 0,01ps~!, y en medios de diferente
viscosidad 771 = 1ps™1, 771 = 2ps~! (fig. 23).

En todos los casos se observa una reduccion de la fuerza necesaria para efectuar la traslocacion
cuando esta tiene lugar a través de un poro blando frente a uno rigido, tal y como cabria esperar en
sistemas biolégicos (donde la flexibilidad del poro es importante).

En virtud de estos resultados y teniendo en cuenta el coste computacional (que escala inversa-
mente con la velocidad de arrastre), se decide utilizar por defecto los valores de velocidad y friccion
v = O,lps‘l, 1= 1ps_1.
6.4. Mapa del trabajo de traslocaciéon frente a las propiedades mecéanicas del

poro

El resultado principal de este trabajo es un barrido del espacio de parametros ky, kg (fig. 24),
manteniendo fijos otros tal y como se ha justificado previamente (en particular, velocidad constante
v=01ps ', 71 =01ps !, lpol = 30nm, T = 320 K). Debido a la imposibilidad de mostrar todas
las trayectorias obtenidas se utilizaré el trabajo total realizado sobre el polimero como observable
para caracterizar la dinAmica de traslocacion.

En la figura se observa una tendencia clara hacia la reducciéon del trabajo necesario para la
traslocacion conforme mayor sea el parametro k9. Como se puede ver en la ampliacion de la fig. 24,
esta apreciacion se extiende a la constante k; en el rango de pardmetros adaptado a los sistemas
biolégicos® (en favor de la hipotesis «la flexibilidad del poro favorece el fenémeno de la trasloca-
ciony ); sin embargo resulta llamativo como el valor de k; modula este comportamiento en el espacio

5Valores moderados de las constantes estructurales.
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Figura 24: Mapa del trabajo invertido en la traslocacion a v = cte en el espacio ky [kJ/nm? mol 1] x
kg [kJ mol~!]. El eje de abscisas en la ampliacion esta en unidades de centenas de k.J/nm? mol 1
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Figura 25: Curvas del trabajo invertido en la traslocacién en funcién del parametro ky del poro, para
varios ky.

27



— Kky=5000, k= 50 M — ky=10%, ko= 50
U ¥ ky=50000 , ky= 400 0 ke=50000 . ko= 400
f k,=90000 , ky= 700 ] kp=14000 , ke= 800
-200,;...|.4..J....|....‘..\.|....|..;.|‘200_|lll!1'l|\|rr|r|r|vr|||r|||-rr|\rr||
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
ky, = cte = 7500 ke = cte = 500
] 600
600
I 400 A
A
E 400 ] /\,,.i{ﬁ;"‘(/\"{\ R l",\l\’:,\ Y
S 200 o
2 ]
= 200 — ky= =
g . — ky=7500, ky= 100 tb—égggg'te— ggg
g ] ky=7500 , ke= 400 0 ky=90000 | ks= 500
= o4 kp=7500 , ko= 800 b= s ko=
e 2007, i s
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Tiempo [ps]

Pozos de potencial para distintos canales

—1le+04-
T 1| — kp = 7500, ke = 50 B
o 1|— ks = 50000, ko = 500 /,/
€ ko = 7500, k¢ = 400 o
ks = 7500, ko = 800 R
= 5000+
E i
v
j=
[
s 4
8 01
8 1
(=)l
1Y
[
LE 4
_50007! T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60

Posicion [nm]

Figura 26: Arriba: curvas F(t) a lo largo de varias lineas en el espacio kp X kg. Abajo: comparacion
del perfil de potencial para varios poros.

ky, kg ampliado, resultando en un poro localmente favorable a la traslocacion en la linea k; o< kg
(donde «localmente» hace referencia al hecho de que, en términos absolutos, los menores trabajos
encontrados pertenecen efectivamente al rango llamado «biolégico», tal y como cabria esperar de
sistemas altamente optimizados).

En la figura (26) se han representado varias curva para distintos valores de las constantes estruc-
turales del poro, asi como distintos perfiles de energia potencial; destaca el mecanismo por el cual
valores de flexion (kg) elevados se oponen a la traslocacion, via la profundizacion de la barrera de
potencial.

7. Resumen del trabajo realizado y conclusiones

En este trabajo se ha diseiado una configuracién adecuada para la simulacion de la traslocacion
de polimeros en condiciones inéditas, como es un sistema poro-membrana flexible e interactuante, que
ha sido posteriormente implementado en Gromacs via un campo de fuerzas mesoscopico (MARTINI).
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Para ello se ha creado un programa auxiliar (script, ver apéndice B) que actia como interfaz,
gestionando todas las etapas de una simulacién desde la eleccién de parametros; este programa
emplea una libreria, creada especificamente, que contiene todas las funciones para:

= Inicializar de forma apropiada el programa de simulacién Gromacs a partir de una lista de
pardmetros de entrada: magnitudes fisicas y geométricas del sistema membrana-poro-polimero
como la composicién quimica, las constantes de interacciones bonded, la longitud del polimero
o el radio del canal; y cantidades relacionadas con la gestién de la simulacién, e.g cantidad de
estadistica, nimero de procesadores que emplear en la paralelizacion, etc. El sistema biofisico
generado consta de (i) una membrana, constituida por una bicapa lipidica de moléculas DSPC
cuyas colas hidrofébica se disponen enfrentadas, formando una geometria plana en el eje XY.
Para ello script lee la estructura general de un tnico fosfolipido DSPC' a partir de un fichero
externo, calcula su centro de masas y su orientacién en la direccion longitudinal de las colas
alifaticas, y manipula estas dos cantidades para disponer el nimero adecuado de moléculas en
la posicién correcta de la membrana, lo cual incluye evitar una pequena regién perpendicular
al plano de la bicapa donde se ubicara el canal que forma el poro. (ii) Este poro serd una
estructura de geometria cilindrica y hueca, que se construye a partir del plegamiento de una
red hexagonal de atomos; los pardmetros de rigidez del poro se han modelado mediante una
interacciéon a dos cuerpos (kp) entre primeros vecinos, y una interaccion de flexion (kg) entre
trios de particulas adyacentes; ademés Script distingue dos regiones en el canal para emular
la distribuciéon de aminoécidos polares/hidrofobos en las proteinas transmembrana: una zona
central, y dos extremos. La quimica de ambas regiones debe ser pasada a script como entrada
(sin restricciones, aunque la estructura propuesta y explorada en este trabajo consta de cen-
tro hidrofobo y extremos polares). Una vez almacenadas las posiciones relativas del poro en
memoria, el programa repite la operacion llevada a cabo con los fosfolipidos para calcular el
centro de masas y la orientacion del canal, e insertarlo en el hueco de la membrana. Y (i) un
polimero que se construye linealmente a partir de un nimero de subunidades especificado en
la entrada de script y es posteriormente insertado en el canal.

= A partir de la informacion de entrada sobre ntimero de puntos y nimero de realizaciones a
simular, script crea una serie de subprocesos y asigna el lanzamiento de cada uno de ellos
segin la maquina en que se ejecutara: (i) en un cluster multinodo, se asignara a una CPU
concreta dentro de un nicleo especifico, de forma que dentro de un mismo nodo solo se simulan
repeticiones del mismo punto kp, kg para obtener estadistica (en paralelo); (7i) en una maquina
de GPUs se crea un subproceso por cada procesador grafico y se reparten de forma equilibrada
las CPU entre el namero total de estos procesos, de manera que cada uno de ellos realice la
simulacién de un tnico punto del mapa, y la estadistica se obtiene mediante la repeticién en
serie en el mismo nodo; y (4i) en un Gnico nodo se comporta como un caso particular de (7).

= Una vez han concluido la integracién de la dinamica, script extrae el tiempo de traslocacion de
cada repeticion utilizando para ello el fichero de trayectorias producido por Gromacs, de donde
calcula en cada instante las posiciones relativas del tltimo monémero que entra en el poro y el
ultimo anillo del canal, extrayendo el instante en el que ambas estructuras se cruzan (i.e se ha
producido la traslocacion). Con esta informacion y las curvas fuerza-tiempo (en simulaciones
v = cte) o posicion-tiempo (F = cte), script promedia las repeticiones de cada punto para
generar un tnico valor (promedio) del tiempo de traslocacion y una tnica curva (promedio),
por cada punto del mapa de parametros ky, kg.

En cuanto a la exploracién del sistema propuesto, se ha encontrado una dependencia de la traslo-
caciéon del polimero con las propiedades mecanicas del poro, entendidas como tal la intensidad del
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enlace quimico entre sus componentes (kp), asi como su resistencia a ser doblado (rigidez, kg). Se
observa una tendencia clara hacia el incremento del trabajo requerido, y la presencia de una fuerza
umbral creciente, conforme aumenta el parametro de rigidez (modulado en cualquier caso por la
intensidad del enlace entre las particulas del poro); reciprocamente se aprecia una facilidad para la
traslocacion en valores propios de un poro blando (que coincide con el rango de valores biolégicos,
de acuerdo a las parametrizaciones del campo de fuerzas MARTINI). También se puede destacar
la verificacion de las estructuras empleadas mediante el ajuste de las leyes de escala [del tiempo de
traslocacion en funcién de la longitud del polimero] del tipo ley de potencia, t.qs = N1, donde
v es el exponente de Flory, cuyo valor esta sustancialmente confirmado v = 0,78. Las simulaciones
se han ejecutado con polimeros de grandes dimensiones, hasta 600 monémeros. Otro de los célculos
realizados ha sido estimar la barrera de potencial responsable de la dindmica de traslocacion.

En relacién a las limitaciones del trabajo, se pueden destacar principalmente dos que han difi-
cultado la explotacién del protocolo: en primer lugar, la vasta dimensién del espacio de parametros
a explorar, que ha impuesto la restriccion (desde etapas tempranas del estudio) sobre ciertas can-
tidades, e.g coeficiente de friccién, quimica del poro y del polimero, constantes estructurales del
polimero, temperatura, etc; y por otro lado (aunque en relacién con lo anterior), las altas exigencias
de célculo que han cerrado algunas vias de exploracién, como por ejemplo la simulacién con solvente
explicito.

A pesar de estas dificultades, se han podido extraer algunas conclusiones cuantitativas. En con-
creto se ha calculado la fuerza media, trabajo medio, y posicion en funcién del tiempo, en cuyas
trayectorias se pueden destacar las distintas fases de progresion del polimero (traslocacion de la
particula tractora, despliegue del polimero en equilibrio, su total entrada en el poro, salida parcial y
finalmente, escape del potencial del canal). El estudio de estas magnitudes en funcion de los parame-
tros de flexibilidad del poro ha mostrado una interesante rica fenomenologia entre la cual se puede
destacar la presencia abundante de extremos relativos en las curvas de trabajo y fuerza aplicadas,
ensenando también condiciones 6ptimas.

La confirmaciéon de que el fenémeno de la traslocacion es sensible a las condiciones expuestas
abre la puerta al campo de la espectroscopia de fuerzas y al uso potencial de este sistema como
secuenciador/analizador de polimeros.
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