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RESUMO

A modelagem molecular é uma vertente em amplo desenvolvimento dentro da bioin-
formatica que esta cada vez mais sendo utilizada em varias areas como, por exemplo,
na farmacologia. No entanto, os softwares de modelagem possuem uma interface de
usuario complexa, dificultando a pratica cotidiana de bidlogos estruturais e bioquimicos,
usuarios nao experientes e estudantes. Com o objetivo de facilitar a experiéncia dos
pesquisadores com este tipo de modelagem foi desenvolvido o AutoModel, um servigco
on-line semiautomatico que permite ao usuario fazer modelagens com um maior con-
trole nos parametros e com uma interface intuitiva. A peca central do AutoModel € o
software Modeller, uma ferramenta de modelagem ja conhecida no meio académico.
Como um diferencial do AutoModel a outros sistemas on-line de modelagem, foi adicio-
nado um mddulo de refinamento de loops, além de um novo sistema de alinhamento
baseado no HMMER e novo sistema de comunicacéo.

Palavras-chaves: Bioinformatica. Modelagem por homologia. AutoModel.



ABSTRACT

The molecular modeling is a bioinformatic research line in extensive development. It’s
use in increasing in many areas, such as, pharmacology. Still, the modeling softwares
are complex and have a difficult user interface, for the daily practice of structural
biologists and biochemists, not experienced users and students. In order to facilitate
researcher’s experience with this type of modeling we developed the AutoModel, a
semi-automatic on-ine service that allows the user to perform the modeling with greater
control of parameters and an intuitive interface. The engine of AutoModel is the Modeller
software, a well-known modeling tool inside the academic environment. As a differential
of AutoModel to other online modeling systems, a refinement loops module was added,
together with a new alignment system based on HMMER and new communication
system.

Key-words: Bioinformatic. Homology Modeling. AutoModel.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOINFORMATICA

A bioinformatica € um campo da ciéncia que emprega técnicas e ferramentas
computacionais para o estudo de problemas e questdes biol6gicas (ATTWOOD et al.,
2011). Embora este campo seja relativamente novo, na década de 60, Levinthal ja
havia utilizado um software de computador para visualizar a estrutura de uma proteina.
A biologia computacional teve uma maior importancia no final da década de 90 devido
ao projeto genoma e o aumento do poder computacional disponivel (HOGEWEG, 2011},
OUZOUNIS, 2012).

Os experimentos in silico, como sdo chamados os experimentos utilizando
0 computador, possuem, em sua maioria, programacao como parte da metodologia.
Estes experimentos normalmente buscam tratar um grande volume de dados para a
identificacdo de genes, resolugcédo de estrutura tridimensional de proteinas, estudos
com ligantes, montagem de arvores filogenéticas, sequénciamento de genomas, além
de outras aplicacdes (GILISSEN et al., 2012; MOULT et al., 2014}, CHANG; TOMMASO;
NOTREDAME, 2014).

Além disso, a bioinformatica é dependente da computacéao de alto desempenho,
pois, varias aplicagées necessitam de grande poder de processamento, sendo muitas
vezes necessaria a utilizagdo de grids de computadores ou outras tecnologias de com-
putacao de alto desempeho (HPC - High-performance computing), como a utilizacao
de arrays de placas de videos e servidores com varios processadores (MAREUIL et al.,
2011}, YANG et al., 2014).

Embora a bioinformatica possua uma raiz académica, ela tem auxiliado a
industria farmacéutica. A utilizacao das ferramentas de modelagem e caracterizacao da
estrutura terciaria de proteinas auxilia o desenho e planejamento de novas moléculas
que podem ser utilizadas como farmacos (DU; XIE; HUANG, 2014).

1.2 PREDICAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE
PROTEINAS ATRAVES DA MODELAGEM POR HO-
MOLOGIA

Caracterizar a estrutura e fungdo de macromoléculas biologicas € de vital
importancia para a biologia. Exemplos destas macromoléculas sé&o os acidos nucleicos
que contém a informagao necessaria para a regulagao das funcdes na célula, carboi-



dratos que podem possuir funcéo energética ou estrutural, e as proteinas que estao
envolvidas em praticamente em todos processos celulares (VERLI, 2014).

As proteinas, para facilitar o estudo, a sua estrutura € dividida em 4 niveis
hierarquicos de organizagéo estrutural (figura[f) (MURRAY et al.,2003). Isto €, um nivel
superior depende da informacgao do nivel inferior.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
Primaria Secundaria Tercidria Quaterndria

Subunidades

Resid d s di
eswiuos de a-Hélice Cadeia polipeptidica Empacotadas

Aminoacidos

Figura 1 — Os 4 niveis de organizacao estrutural de uma proteina. Modificado de |Leh
ninger, Nelson e Cox| (2005)

O primeiro nivel de organiza¢do, conhecido como estrutura primaria, consiste
em uma fita unidimensional de residuos de aminoacidos que compde uma proteina.
Embora em menor nivel de complexidade, ela fornece uma grande quantidade de
informacdes sobre a estrutura e fungado da proteina. Estas informag¢des normalmente
séo obtidas ao se buscar padrdes na estrutura primaria de diferentes proteinas (GE{
RALD, 2005). Estes padroes podem estar associados a caracteristicas funcionais ou
estruturais, e podem ser utilizados no estudo de outras proteinas que possuem pouca
informacéo estrutural ou funcional (VERLI, 2014). Além disto, a determinagao destes
padrbes permite o estudo da evolucao de familias de proteinas e organismos (DAVID,
2001). Normalmente, cada residuo que compde a estrutura primaria é representado
por 1 ou 3 letras.

Alguns padrées de aminodacidos na estrutura primdria formam estruturas es-
paciais denominadas estruturas secundarias. Esta estrutura espacial € obtida quando
acontecem interagdes entre os residuos destas sequéncias e o meio . Por exemplo,
as cadeias laterais de cisteinas tendem a formar pontes dissulfeto, e em proteinas
globulares, os residuos polares tendem expor suas cadeias laterais em meio aquoso,
enquanto que os residuos apolares tendem a se agrupar maximizando as interacoes
hidrofobicas e expulsando a agua do seu centro.

E relativamente pequena a quantidade de estruturas secundarias conhecidas.
Além disto, uma estrutura secundaria pode ser formada por padrbes diferentes de
sequéncias de residuos. As estruturas secundarias mais frequentes séo as alfa-hélices,
folhas-beta e loops. Comparadas com as duas primeiras, 0os loops sao estruturas



comumente mais flexiveis, podendo possuir varias conformacoes, alterando inclusive
a posicao e orientacéo de outras estruturas secundarias na proteina. Além disso, o0s
loops sé@o as regides mais suscetiveis a mutacgoes, isto €, sdo suscetiveis a adicao,
substituicdo ou delecao de residuos por outro, podendo acarretar na alteracao de sua
flexibilidade ou funcéo.

As estruturas secundarias contidas em uma proteina se organizam na estrutura
terciaria através de um processo de enovelamento. Este processo, € uma combinacao
de forgas que convergem para que a biomolécula adote uma conformagao mais estavel
no meio biologico alvo. Na estrutura terciaria, ha uma tentativa de aproximac¢ao mutua
de residuos que sao hidrofobicos que tentam se esconder da agua (colapso hidrofdbico,
ocasionando a expulsao deste solvente na regido central da proteina). Com isso, 0s
residuos polares sao expostos ao solvente, e interac¢des interresiduos sao estabelecidas.
Estas interacdes podem ser tanto de origem covalente como pontes dissulfidicas como
interacao nao covalente. Assim, a estrutura estd enovelada, nativa.

A estrutura nativa (terciaria) de uma proteina € Unica, e na maioria dos casos €
determinada somente pela sua sequéncia de residuos. No processo de enovelamento
a estrutura desnovelada da proteina tende a se enovelar em uma estrutura termodi-
namicamente mais estavel que é a sua forma nativa. Isso é conhecido como hipétese
termodinamica de Anfinsen . Toda a informag&o necessaria para o enovelamento esta
contido nos aminoacidos que constituem a estrutura primaria da proteina. Ou seja, é
a totalidade das interagdes entre os aminoacidos que constituem a estrutura primaria
que determina a estrutura nativa da proteina.

O ultimo nivel de organizacao, estrutura quaternaria sdo agregados peptidicos,
que algumas proteinas podem constituir. E elas podem adotar estados oligoméricos, ou
seja por 2 ou mais subunidades necessarias para realizar determinada funcao (VERLI,
2014).

No entanto, predizer a estrutura terciaria de uma proteina ndo é uma tarefa
simples, s&o utilizados tradicionalmente para este fim métodos in vitro. Destes, os
mais utilizados sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a difragdo de raios-X.
A vantagem na utilizagao destes métodos é que eles produzem modelos com 6tima
resolucdo. No entanto, ambos os métodos possuem algumas desvantagens. A RMN,
por exemplo, tem dificuldade de determinar a estrutura de proteinas que possuem mais
de 120 residuos de aminoacidos. E algumas proteinas, como proteinas de membrana,
nao se cristalizam de forma satisfatéria, impossibilitando o uso da difracdo de raios-X
(KRIEGER; NABUURS; VRIEND, 2003; TOPF et al., 2006). Além disso, ambos os métodos
séo custosos e demandam de tempo, e consequentemente dificultam a aplicacao em
larga escala.

O sequenciamento da estrutura primaria de uma proteina € uma tarefa relativa-
mente mais simples do que a resolugao da estrutura terciaria pelos métodos in vitro



(FILHO; ALENCASTRO, 2003). Além do mais, como consequéncia do axioma termo-
dindmico proposto por Anfinsen, a estrutura tridimensional da maioria das proteinas
€ determinada por sua sequéncia de aminoacidos e condi¢gdes ambientais na qual
esta sujeita. Assim, métodos de experimentacgao in silico estao sendo desenvolvidos
para a determinacao da estrutura tridimensional de uma proteina utilizando somente
informacdes de sua sequéncia de residuos de aminoacidos. Um exemplo deste tipo de
abordagem é a modelagem por homologia. (FLOUDAS, 2007).

1.3 MODELAGEM POR HOMOLOGIA

Utilizando somente o axioma de Anfinsen, o método ab initio consegue deter-
minar satisfatériamente a estrutura tridimensional apenas de peptideos com menos de
100 residuos (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; ZHANG, 2014). O motivo para isto, é
que nao se conhece ainda um algoritmo que seja eficiente na simulacédo das forcas
envolvidas no empacotamento e enovelamento das proteinas. Este € um dos maio-
res desafios da biologia estrutural atualmente (LIWO et al., [ 1999; KIHARA et al., 2001}
ZHANG/, [2014]; XU et al., 2014).

A modelagem por homologia € outra metodologia in silico que tem se mostrado
mais eficiente. Assim como a modelagem ab initio, esta metodologia tenta resolver a
estrutura tridimensional de uma proteina (proteina-target) através de sua sequéncia de
residuos. Contudo, esta metodologia utiliza também informagdes estruturais de outras
proteinas conhecidas como templates. Estes templates sao proteinas que devem
possuir duas caracteristicas: sua estrutura tridimensional deve ser resolvida através de
métodos in vitro E devem ser homadlogas a proteina-target (FILHO; ALENCASTRO, 2003).
Estas caracteristicas sao utilizadas pelos softwares de modelagem para a criacdo do
modelo tridimensional.

A modelagem por homologia é dividida em 4 etapas distintas: busca e sele¢ao
de template (proteina molde), alinhamento, modelagem e a validagdo do modelo gerado
(HILLISCH; PINEDA; HILGENFELD, |2004). Normalmente a realizagdo de cada etapa é
feita através de um software especifico e resumidamente possui 0s seguintes passos
(figura[2):

Inicialmente é necessaria a escolha de uma proteina que sera o template.
Os candidatos a proteinas templates normalmente sdo encontrados em repositorios
de estruturas de proteinas, como o PDB (Protein Data Bank) (BERMAN; HENRICK;
NAKAMURA, 2003). Caso o usuario ndo conhe¢a nenhuma proteina que possa ser
utilizada como template, pode-se usar softwares de busca como o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al, [1990) e o HMMER (FINN; CLEMENTS; EDDY,
2011). Estes programas normalmente pesquisam nestes bancos de dados, e retornam
uma lista de possiveis templates classificados de acordo com o grau de identidade com
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Figura 2 — Algoritmo da modelagem por homologia



a sequéncia da proteina-target (FILHO; ALENCASTRO, 2003).

A segunda etapa corresponde ao alinhamento da sequéncia do Template
escolhido com a sequéncia da proteina-target. No alinhamento é possivel distinguir as
regides que estao estruturalmente conservadas das regides variaveis. O software de
modelagem utiliza estas informacgdes para a construgdo do modelo tridimensional. Os
softwares de alinhamento mais conhecidos sdo o BLAST, FASTA (FAST-All) (PEARSON;
LIPMAN, 1988), CLUSTAL (LARKIN et al., 2007) e o MULTALIN (Multiple sequence
Alignment) (CORPET, |1988). Esses programas estédo disponiveis na internet e sdo de
uso em ambiente académico.

Apés o alinhamento, utiliza-se entdo um software de modelagem para criar o
modelo tridimensional da proteina-target. Este programa utiliza informagdes proveni-
entes do alinhamento e da estrutura do template. O programa mais conhecido para
modelagem é o Modeller (WEBB; SALI, 2014) que utiliza 0 método de modelagem por
restricoes espaciais. O modelo gerado pode ser visualizado através de um programa de
visualizagao molecular como o VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY; DALKE
SCHULTEN, [1996) e o PyMol (DELANO, [2002)

Com o modelo pronto é necessario valida-lo, pois, erros podem ter sido intro-
duzidos durante as etapas anteriores da modelagem. Isto pode ser realizado através
da avaliacdo de energia livre por residuo, torcées improprias de angulos phi e psi
etc (KRIEGER; NABUURS; VRIEND) 2003). Para esta etapa, utilizam-se softwares de
avaliagdo como o PROCHECK (LASKOWSKI et al., |1993) e o MolProbity (CHEN et al.,
2009). Esses programas geram relatérios sobre a estereoquimica de modelos. Além
disso, alguns programas de modelagem também possuem métricas de avaliagao de
modelo. Como por exemplo, o Modeller pode gerar graficos sobre energia de cada
residuo do modelo gerado (SALI et al., 1995). Caso, seja encontrado algum problema
no modelo, o usuério pode retornar uma ou mais etapas para tentar corrigir algum
parametro.

A modelagem por homologia pode ser feita com a utilizacdo de softwares
especificos para cada etapa, como por exemplo, 0o HMMER ou o Blast que sao softwares
que realizam alinhamento e, 0o PROCHECK que pode ser utilizado para a validagao
do Modelo. Contudo, com o aumento da demanda por este tipo de modelagem foram
desenvolvidas ferramentas que sdo capazes de realizar a modelagem completa como
€ o caso do Modeller.

O Modeller € um software que possui um alto custo computacional. Aliado
a nao possuir uma interface grafica nativa, dificulta o uso diario e aprendizado de
pesquisadores. Neste contexto, foram desenvolvidos varios sistemas de modelagem
no qual seu uso é feito pela internet. Exemplo destes softwares sdo o SWISS-MODEL
(SCHWEDE et al,[2003), 0 ModWeb (ESWAR et al/,2003), Phyre2 (KELLEY; STERNBERG,
2009) e o ESyPred3D (LAMBERT et al., 2002).



Embora estes softwares facilitem o uso diario da modelagem por homologia,
eles ndo conseguem criar modelos mais complexos, como por exemplo, com hete-
roatomos diferentes daqueles especificados no template e no alinhamento. Assim
€ necessario que o usuario recorra a ferramentas de uso mais complexos como o
Modeller.

1.4 MODELLER

O Modeller é uma ferramenta computacional conhecida e utilizada para a
modelagem de proteinas por homologia. Ele é capaz de realizar todas as etapas deste
tipo de modelagem, sem a necessidade de outras ferramentas. No entanto, sua maior
utilizacdo € na etapa de modelagem.

O Modeller guia sua predicao com o uso de restricdes espaciais da sequéncia
de aminoécidos e ligantes. Estas restricdes sdo obtidas no alinhamento entre a proteina-
alvo e a proteina molde e foram escolhidas a partir do trabalho de SAli e Overington
(1994) no qual foi feita uma analise estatistica em um banco de dados de alinhamentos
de estruturas homélogas que possuiam a estrutura terciaria conhecida. Essas restricoes
compreendem angulos diedrais, distancias entre atomos, regras sobre empacotamento
de estrutura secundaria, além de outras restricbes que sao utilizadas pelo Modeller
como fungdes de densidade de probabilidade (PDF - probability density functions).
Estas fun¢des sdo combinadas em uma fungéo objetiva de energia da qual o Modeller
tenta minimizar no espago cartesiano (WEBB; SALI, 2014).

No final da predicao, o Modeller retorna com um modelo tridimensional da
proteina-alvo em um arquivo no formato PDB (ESWAR et al., [2003), o qual pode ser
visualizado através de um visualizador de molecular como o VMD e o PyMOL .

Nativamente o Modeller ndo possui um ambiente de modelagem grafico, sendo
o controle da modelagem feito através de scripts (Figura [3) escritos na linguagem
Python. Estes scripts sdo arquivos de texto contendo comandos que sdo executados
sequencialmente por este software e, que devem ser alterados pelo usuario. Aliado
a isto, a execucao deste script é feita através da linha de comando. Isso dificulta
0 uso cotidiano e a aprendizagem. Contudo, o Modeller fornece a possibilidade de
personalizar a modelagem de forma mais efetiva do que outros softwares (ESWAR et al.,
2003). Nesse contexto, n6s estamos desenvolvendo o AutoModel. Uma nova ferramenta
que permitirda o pesquisador a fazer experimentos de modelagens que dificilmente sao
realizadas nas ferramentas on-line.



modeller

enviran()
alignment(env)
(pdb, chain) 1b8p', 'A")}, ("lbdm',

;o=

mdh ", Y, ("Imdh"’,

m = model (env, Ffile=pdb segment ST:'+chain, 'L :'+chain})

aln.append_model{m, oto s=pdb, olign_codes=pdb+chain)
.malign()
.malign3d()
. Compare
.1d_table( "family.mat ')
env.dendrogram(m File="family.mat', clus

Figura 3 — Exemplo de Script do Modeller

1.5 AUTOMODEL

O AutoModel é uma ferramenta on-line que permite ao usuério fazer predicoes
da estrutura tridimensional de proteinas. O AutoModel difere de outras ferramentas
por realizar a modelagem de forma semi-automéatica, isto €, permitindo que o usuario
controle parametros importantes do processo de predicdo quando necessario. Além
disto, a versao 0.1 do AutoModel conta com a capacidade de escolha e alteracdo do
heteroatomos durante a modelagem, uso de templates personalizaveis e relatérios es-
tereoquimicos do modelo predito (FILHO, 2013). Como o AutoModel realiza modelagem
por homologia, sua interface foi dividida em 4 se¢des principais: busca por proteina-
molde, alinhamento, modelagem e anélise do modelo gerado. Em cada secao existem
configuracdes ou parametros que podem ser ajustados de acordo com a necessidade
do usuario. Como dado de entrada o usuario carrega a estrutura primaria da proteina
alvo em um arquivo no formato fasta. Apés isto, o usuario tem a opcao de carregar
uma proteina molde (template) ou buscar possiveis candidatos a proteina molde no
banco de dados do AutoModel. Antes da etapa de alinhamento, € possivel realizar
algumas modificacées na proteina molde, como por exemplo, escolher qual cadeia e
heteroatomos que serao utilizados na modelagem da proteina. Estes heteroatomos
poderdo ser modificados apods o alinhamento e antes da etapa de modelagem. Ao
final da predicao, o AutoModel permite a avaliacao do modelo através de um relatério
estereoquimico ou através da andlise do grafico de energia por residuo chamado de
DOPE (Discrete Optimized Protein Energy), um potencial estatistico que o motor do
AutoModel utiliza para avaliar a energia dos modelos gerados. Neste grafico, € possivel
avaliar regides do modelo estrutural que estdao energeticamente desfavoraveis quando
comparado com a proteina molde. Esta anélise parte do principio termodindmico que
as proteinas tendem a ter a menor energia livre possivel (SHEN, 2006).

Internamente o AutoModel utiliza como motor o software Modeller e o banco de
dados PDB. O Modeller fornece uma interface de desenvolvimento Python que permitiu



a criagao do AutoModel, pois, além de facilitar o desenvolvimento da ferramenta, a
linguagem Python possui varias bibliotecas que facilitam a construcdo de interfaces
graficas. O banco de dados do PDB é utilizado como uma base para templates.

Para avaliacao do Modelo, o AutoModel utiliza o software PROCHECK. Este
programa gera um relatério estereoquimico do modelo gerado. Além do PROCHECK,
o AutoModel pode utilizar o préprio Modeller para gerar o grafico de energia livre por
residuo (DOPE).

1.5.1 Arquitetura cliente-servidor do AutoModel

Para diminuir os custos computacionais inerentes a modelagem por homologia,
o AutoModel utiliza a arquitetura distribuida cliente-servidor. Utilizando esta arquitetura,
todas as etapas que requerem um alto poder de processamento sao realizadas pelo
servidor: O AutoModel Server. O AutoModel Server fica localizado em um computador
no LQFPP (Laboratério de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos) na UENF.
O AutoModel Server possui todas as ferramentas necessarias para modelagem por
homologia. O cliente, o AutoModel Client, & responséavel por criar as janelas e receber
0s comandos dos usuarios. Estes comandos s@o enviados para o AutoModel Server via
internet. A arquitetura cliente-servidor também evita que o usuario tenha que instalar as
ferramentas utilizadas durante a modelagem em seu computador, e toda comunicacao,
entre o AutoModel Client e AutoModel Server, é realizada através da internet utilizando
a biblioteca RPyC (figura[4).

AutelModel Server ~N AutoModel Client N

Database [

Modelling.py

*Template
choice
=Alignment
*Refinement

Wintools.py

R Align_window.py

(ME Modeller BT zipfile [OEX e [ \ Model_window.py
\ N
AN .

Figura 4 — Comunicacao entre o AutoModel Server e AutoModel Client

O AutoModel Server foi desenvolvido de forma a ser modular, permitindo assim
adicionar novos médulos conforme a necessidade. Isso significa que todas as etapas da
modelagem por homologia sdo moédulos. O médulos do AutoModel necessitam possuir
2 comandos: create_script_in_folder() e run(). Estes 2 comandos sédo responsaveis por
chamar o software Modeller para fazer a modelagem.
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1.6 HMMER

HMMER é um pacote de ferramentas computacionais que permite analisar
sequéncias biolégicas, que podem ser sequéncias de residuos de uma proteina ou
de nucleotideos de DNA, utilizando para isto modelos probabilisticos somados a
computacao de alta velocidade sem sacrificar o desempenho computacional (EDDY,
2011).

O HMMER pode ser usado para busca por homadlogos de proteinas em banco
de dados ou ainda para alinhar sequéncias. Quando utilizado para busca de homologos
membros de uma familia de sequéncias em um banco de dados, o HMMER consegue
localizar com maior precisao sequéncias homodlogas distantes do que as ferramentas
tradicionais de busca e alinhamento como o BLAST e o FASTA (PEARSON; LIPMAN,
1988).

O HMMER faz o uso de modelos probabilisticos conhecidos como Perfis HMM.
Estes perfis contém informacdes de cada coluna do alinhamento que sao utilizadas
para prever quais residuos sao 0s mais provaveis para estar naquela coluna. Assim
o HMMER pode pontuar insercoes, delecdes, substituicbes de uma maneira mais
efetiva ao utilizar uma base probabilistica para estabelecer os valores de pontuacéo,
ao contrario das ferramentas tradicionais de alinhamento e busca de banco de dados
que utilizam algoritmos como o Smith/Waterman (SMITH; WATERMAN, [1981) e outras
heuristicas que pontuam as inser¢des, delecdes e substituicdes utilizando pontuagéo
simples (EDDY,, 2011).

A versdo HMMERS trouxe avangos sobre o HMMER2 devido a otimizagbes
feitas em seu algoritmo. Esses avangos trouxeram muito mais velocidade, tornando-o
tao rapido quanto o BLAST, o que o levou a ser adotado pelos maiores banco de dados
de sequéncias de proteinas como o PFAM (BATEMAN et al., |2004) e o InterPro (FINN;
CLEMENTS; EDDY, 2011). No entanto, ao contrario da versao anterior, o HMMER3 sé
realiza alinhamentos locais (EDDY,, 2011). Para o alinhamento de proteinas o HMMER
possui 0s seguintes comandos:

i. HMMBUILD — cria um perfil HMM de um alinhamento multiplo;

ii. HMMSEARCH — Busca um perfil HMM contra um banco de dados de proteinas,
como o PDB por exemplo.;

ii. HMMSCAN — Busca uma sequéncia em um banco de dados HMM;

iv. PHMMER — Busca uma unica proteina em um banco de dados, isto é, tem
a mesma fungdo da ferramenta BLASTP. Para fazer a busca a sequéncia é,
internamente, convertida no formato HMM. O usuario pode utilizar uma sequéncia
em formato fasta com o PHMNER;
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v. HMMALIGN - Faz um alinhamento de multiplas sequéncias contra um perfil HMM
criado pelo HMMBUILD;

1.7 MUSCLE

O MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) € uma ferra-
menta de alinhamento que pode ser utilizada para o alinhamento multiplo de proteinas
e nucleotideos. Ao realizar um alinhamento o MUSCLE executa um algoritmo que é
divido em 3 fases: Inicialmente é feito um alinhamento rapido das sequéncias. Nesta
fase chamada o seu resultado € uma arvore binaria. Apés isto, é feito uma reestimacao
deste alinhamento utilizando uma matriz de distancias Kimura, melhorando assim a
qualidade do alinhamento. Por final é realizado uma refinamento do alinhamento gerado
(EDGAR, |2004b). O tempo de complexidade das duas primeiras fases € O(N2 + NL +
L2), sendo a ultima etapa possuir um tempo de complexidade O(N3L) . Normalmente o
Muscle € mais veloz do que outra ferramentas de alinhamentos multiplos como o Clus-
tal. Produzindo inclusive alinhamento melhores (EDGAR, 2004a). O Muscle é utilizado
como plug-ins em varias ferramentas como, por exemplo, 0 UGENE (OKONECHNIKOV,
et al., 2012) e no site do EMBL-EBI (GOUJON et al., [2010).

O Muscle esta disponivel através de seu site, como também um aplicativo
compativel com Windows, Linux e Mac OS. Este aplicativo funciona por meio de linha
de comando. Principais parametros na tabela [f]

Tabela 1 — Lista de parametros do MUSCLE

Parametro Detalhes

-in nome_do_arquivo | Arquivo com as sequéncias para alinhar no formato FASTA.

-out nome_do_arquivo | Nome do arquivo de alinhamento no formato FASTA.

-log nome_do_arquivo | Escreve um arquivo contendo informagdes sobre o alinhamento.
-version Mostra versao do Muscle.

1.8 REFINAMENTO DE LOOPS

As proteinas dentro de uma familia proteica que possuem estruturas semelhan-
tes podem possuir diferencas funcionais. Essas diferencas geralmente estao situadas
na superficie das proteinas e nas regides de loops, estruturas proteicas que normal-
mente ligam outras duas estruturas secundarias (DALLAGNO; SOUZA, 2013). Estas
regides sao mais suscetiveis a delecdes, insercoes e substituicbes de residuos com
o minimo de alteragdes na estrutura tridimensional da proteina. Além disso, os loops
podem estd intimamente relacionados com a especificidade da proteina. Por exemplo,
0s loops podem esta relacionados para os sitios ativo e de ligagdes ao sitio ativo da
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proteina (FISER; DO; SALI, 2000). Portanto, é importante que o modelo gerado possua
esta regido bem modelada.

No entanto, ao se utilizar a modelagem por homologia, as informacdes utili-
zadas para criar o modelo sédo as informacdes estruturais provenientes da proteina-
template e do alinhamento. No alinhamento os loops normalmente estdo situados em
regides de gaps, ou seja, trechos do alinhamento representado por tragos, significando
que nesta regido ndo houve similaridade estrutural entre o template e a proteina target
(FISER; SALI, 2003).

Sem uma informagéao estrutural disponivel sobre a regido de loop, os softwares
de modelagem necessitam utilizar alguma estratégia para a modelagem destas regides.
Essas estratégias vao desde a modelagem ab initio, minimizacao de energia local, mé-
todos probabilisticos até a utilizacdo de banco de dado (KRIEGER; NABUURS; VRIEND,
2003).

O Modeller realiza a modelagem de loop através da minimizacao da sua funcao
energética. Ele é capaz de modelar loops com ligantes e varios loops seguidos. Para
isso ele tenta utilizar informacgdes estruturais, como ligagées quimicas e angulos de
ligacao, interacoes entre atomos, e outros parametros estereoquimicos (ESWAR et al.,
2003}, FISER; DO; SALI, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

O Modeller é um software que realiza modelagem por homologia de forma
altamente customizavel. A modelagem utilizando este programa é feita através de
scripts escritos na linguagem Python (ESWAR et al., 2002). A customizacao é feita ao se
alterar parametros destes scripts. Assim seu poder de customizagéo contrasta com a
sua espartana interface de usuario, necessitando do usuario um profundo conhecimento
da linguagem computacional. Esta € uma caracteristica muito comum em varias outras
ferramentas computacionais cientificas e muitas vezes afastam alunos e pesquisadores
da experimentacgao in silico.

Assim, para facilitar o uso e aprendizagem destas ferramentas computacionais
€ necessario muitas vezes o desenvolvimento de interface graficas mais simples e de
facil manuseio pra estes softwares. Apesar disso, estas interfaces graficas tendem ser
simplistas, ndo permitindo o usuario fazer a alteragcao de parametros importantes dos
softwares que elas controlam.

No caso da modelagem de proteinas por homologia, varias ferramentas estao
disponiveis dentre elas o SWISS-MODEL, ModWeb e Phyre2. No entanto, estas ferra-
mentas sdo simples, ao ponto de ndo permitir o pesquisador customizar a modelagem
de forma que ele gostaria. Nestes casos, o pesquisador necessita usar ferramentas
mais complexas como o Modeller. Neste contexto, foi desenvolvido o AutoModel uma
ferramenta que permite pesquisadores, de todas partes do mundo, fagam modelagens
por homologia complexas através de uma interface grafica amigavel.

Neste trabalho, nés atualizamos o AutoModel de forma a permitir que pesquisa-
dores, de todas partes do mundo, fagam modelos complexos e mais precisos através
do suporte a refinamento de loop e um novo moédulo de alinhamentos utilizando o
HMMER.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto € atualizar e disponibilizar a ferramenta AutoModel,

permitindo-o criar modelos mais precisos através de refinamento de loops e alinha-
mento com o HMMER.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi.

Vii.

. Registrar o AutoModel como uma ferramenta de uso biotecnoldgico;

. Tornar disponivel mundialmente o acesso ao AutoModel a pesquisadores, imple-

mentando uma arquitetura cliente-servidor;

iii. Implementar médulo de refinamento de loop;

Implementar médulo de validag&o do refinamento de loop;
Implementar médulo de alinhamento com o HMMER,;
Melhorar a qualidade de experiéncia de uso;

Treinamento de usuarios;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MODULOS

Os novos médulos foram desenvolvidos utilizando a linguagem de programagao
Python versao 2.7.2 seguindo o guia de codificacao PEP8 (PSF, |2013). Este guia
contém normas de codificagdo que facilitam a leitura do cédigo por outras pessoas e
também a correcdo de possiveis erros.

Além disso, seguindo o modelo de desenvolvimento no AutoModel 0.1, todos
os mddulos desenvolvidos neste trabalho seguiram o modelo de desenvolvimento
incremental. O modelo incremental consiste em ciclos de desenvolvimento, onde no
final de cada ciclo uma nova versao do programa esta disponivel contendo uma nova
funcionalidade ou a correcao de um problema (bug). No AutoModel, o controle destas
versdes é feito por meio do software Git (TORVALDS; HAMANO, 2010). O Git permite
o controle das alteracdes do programa e monta um histérico destas alteracoes de tal
forma que é possivel voltar para uma versao anterior do AutoModel caso algo de errado
aconteca no desenvolvimento. Além do controle de versdes, foi utilizada a ferramenta
de testes automatizados.

Teste automatizado consiste em uma ferramenta que realiza testes de forma a
garantir que o modulo ou biblioteca que esta sendo desenvolvida faga exatamente o
que foi projetado durante a etapa de engenharia de software que ocorre no inicio de
cada ciclo do modelo incremental. A utilizacao de testes é de grande importancia, pois,
ajuda a evitar e corrigir bugs, além de garantir que a manutenc¢ao do codigo seja feita
de forma mais segura, pois, apds cada alteragéo € possivel testar se aquela alteragao
causou uma contradicdao no codigo do programa. No AutoModel o software utilizado na
realizacaos destes testes foi 0 should_dsl (TAVARES, |2012).

Além do Python, no desenvolvimento foi utilizado: a biblioteca RPyC versdes
3.2.0 e 3.2.3 para a comunicacao entre o AutoModel Client e AutoModel Server, bi-
blioteca WxPython (RAPPIN; DUNN, 2006) versao 3.0 para o desenvolvimento das
interfaces graficas no AutoModel Client, software Modeller versdo 9v9 para realizagéo
de etapas de modelagem no AutoModel Server.

4.2 DESENVOLVIMENTO DO MODULO REFINAMENTO
DE LOOP NO AUTOMODEL

O moédulo de refinamento de loop foi desenvolvido de acordo com a segédo [4.1]
No entanto, no AutoModel Server, 0 médulo de refinamento de /loop foi baseado no script
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loop_refine.py do tutorial avangado do software Modeller (figura [5). A caracteristica
principal do loop_refine.py € que ele utiliza o comando loopmodel. Este comando
captura do modelo gerado a conformacao inicial do /oop e vai alterando a posicao de
cada residuo aleatoriamente em 5A em todas as diregdes do plano Cartesiano, Apds
isto o loop é otimizado. Esta otimizagao inicialmente é feita no loop e depois é feita
considerando o sistema completo.

# Loop refimement of an existing model

from modeller import *
from modeller.automodel import *

log.verbose()
env = environ()

# directories for input atom files
env.lio.atom_files directory = './:../atom_files'
# Create g mew class based on 'loopmodel ' so that we can redefine

# select_loop _atoms (necessary)
class MyLoop(locpmodel):
# This routine picks the residues to be refined by Loop modeling
def (self):
# 18 residue insertion

return selection(self.residue_range("273', "283"}))

m = MylLoop(env,
inimodel="TvLDH-mult.pdb', # initial model of the targe
sequence="TvLDH") # code of the target
m.loop.starting model= 1 # index of the first Loop model
m.loop.ending_model = 18 # index of the Last Loop model
m.loop.md level = refine.very fast # loop refinement method; this yields
# models quickly but of Low gquality;
# use refine.slow for better models
m.make( )

Figura 5 — Script de refinamento de loops do Modeller

4.3 DESENVOLVIMENTO DO MODULO DE VALIDAGAO
DO REFINAMENTO DE LOOP

Para o desenvolvimento do mddulo de validagdo do refinamento de /oop foram
utilizadas a biblioteca Pylab (HUNTER, 2007) versao 0.98, responsavel por plotar o
grafico de qualidade dos modelos gerados. Este médulo também foi baseado no médulo
de validacao de modelo ja desenvolvido para o AutoModel.
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4.4 ACESSO EXTERNO AO AUTOMODEL SERVER

Para permitir o acesso externo, o AutoModel Server foi instalado em um servidor
IBM x3550 que possui 2 processadores Xeon com quatro nucleos cada um, rodando sob
o Ubuntu Linux 12.04 LTS. Esta infraestrutura esta localizada no LQFPP (Laboratério
de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos) na UENF e ligado a rede interna da
universidade utilizando o enderego de IP : 172.20.2.2083.

4.5 SITE DO AUTOMODEL

Para tornar o AutoModel disponivel ao publico foi criado um site utilizando o
Google Sites (https://sites.google.com/site/uenfautomodel/). Neste site, além do link
para download do AutoModel foi disponibilizado o manual de usuério do AutoModel.

4.6 DESENVOLVIMENTO DO NOVO MODULO DE ALI-
NHAMENTO COM O HMMER

O desenvolvimento do novo médulo de alinhamento foi feito de acordo com
a secéo[4.1] Além disto, no desenvolvimento foram utilizados os softwares hmmfetch,
hmmsearch e hmmalign do pacote HMMER vers&o 3.1b1. Apresentados na se¢ao[1.6]
desta dissertacéo.

Além disso, é necessario a conversao entre os formatos FASTA, utilizado pelo
HMMER, e PIR, utilizado pelo Modeller. Para esta conversao foi utilizado o modulo
bio.SearchlO da biblioteca BioPython (COCK et al.,|2009) versédo 1.61. O mesmo modulo
também foi utilizado para andlisar os arquivos gerados pelo HMMER.

Para o funcionamento do HMMER é necessario a utilizacdo de um banco de
dados de familias de proteinas. Para este projeto foi escolhido o banco de dados
Pfam-A 27.0 (FINN et al., 2013). O Pfam é um banco de dados que contém uma vasta
colecao de familias de proteinas. Neste banco de dados, cada familia é representada
por modelos ocultos de Markov (HMM) e que podem ser lidos pelos programas do
HMMER.

4.7 DESENVOLVIMENTO DO NOVO MODULO DE ALI-
NHAMENTO COM O MUSCLE

O moédulo de alinhamento com o MUSCLE foi desenvolvido baseando-se em
uma versado modificada do médulo de alinhamento com o HMMER. Nesta nova verséao,
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o software HMMER foi substituido pelo MUSCLE, e ndo ha mais a necessidade da
utilizacédo do banco de dados PFAM-A.

4.8 REALIZACAO DE TESTES COMPARATIVOS ENTRE
DIFERENTES VERSOES DO AUTOMODEL

Estes testes tém como objetivo avaliar se os novos méddulos de alinhamento
permitem o AutoModel gerar modelos com melhor qualidade, comparando-se com as
versoes anteriores do AutoModel.

Estes teses consistiram na utilizagcao de quatro versdes do AutoModel conforme
a tabela abaixo:

Tabela 2 — Ferramenta responsavel pelo alinhamento em cada versdo do AutoModel

Versao do AutoModel | Ferramenta de alinhamento
AutoModel 0.4 Modeller versao 9.4
AutoModel 0.4 Modeller versdo 9.9
AutoModel 0.5 HMMER

AutoModel 0.5M MUSCLE

Cada versao do AutoModel foi testada com quatro proteinsa diferentes (tabela
abaixo). Nestes testes, foram avaliados o tempo necessario para a modelagem, tempo
necessario para a realizacao do alinhamento e a qualidade do modelo gerado. A quali-
dade destes modelos foi avaliada utilizando os gréaficos gerados pelo servidor Prosa-web
(Protein Structure Analysis) (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) .

Tabela 3 — Sequencias utilizadas para a comparacéao entre versées do AutoModel

Sequencia | Tamanho | Proteina molde | Tamanho | Similaridade (%)

0i[21913852] 458 Tuij 416 29
TvLDH 336 1bdmA 216 45
gi|157108525| | 359 1iknD 236 40
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5 RESULTADOS

5.1 VERSOES DO AUTOMODEL

Para cada etapa de desenvolvimento do AutoModel neste trabalho foi criado
uma versdo (tabelald). A versao original, aquela datada em janeiro de 2012, foi nomeada
como AutoModel 0.1, esta versao foi utilizado como base no desenvolvimento das
versdes posteriores do AutoModel.

Tabela 4 — Recursos adicionados ao AutoModel em cada verséo

Versao do AutoModel | Fase | Comentario
AutoModel 0.1 Alpha | Verséo Inicial do AutoModel

AutoModel 0.2 Alpha | Adicionado o recurso de refinamento de loops.
AutoModel 0.3 Alpha | Nova verséo do sistema de chamadas de procedimentos remot
AutoModel 0.4 Alpha | Adicionado o recurso que permite a modelagem off-line.

AutoModel 0.5 Beta | Adicionado o alinhamento com o HMMER

Todas as versdes do AutoModel estdo em fase de desenvolvimento alpha, isto
€, versdes em desenvolvimento e ndo indicado para o uso cotidiano, portanto nao
disponivel ao publico. A verséo 0.5, no entanto, estd em fase beta que indica que o
mesmo esta em fase de testes e disponivel ao publico através do site do AutoModel
(https://sites.google.com/site/uenfautomodel/).

5.2 MODULO DE REFINAMENTO DE LOOP

Com a adicao deste modulo, apdés a modelagem o usuario possui a opgcao de
melhorar a qualidade do modelo gerado através do refinamento das regides de loops.
Este modulo consiste na janela Refinamento de Loops no AutoModel Client e o médulo
loop_refinement no AutoModel Server.

5.2.1 Mddulo de refinamento de loop no AutoModel Client

A janela Refinamento de Loops (figura [6) permite que o usuario selecione a
regiao do /loop que deseja refinar através dos campos residuo inicial e residuo final.
Além disto, a janela também possui 0 botdo Ok que quando pressionado envia o0 modelo
para o AutoModel Server e o instrui, via internet, a fazer o processo através do mddulo
loop_refinement.
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Refinamento de Loops ﬁ

Residuo Inical | -
Residuo Final -
]
Cancelar Ok |

Figura 6 — Janela de refinamento de loops do AutoModel 0.5

Esta janela pode ser acessada através do botdo Refinar Loops que esta em
uma sec¢ao com o0 mesmo nome na janela principal do AutoModel Client. Além deste
botéo, a secao Refinar Loops possui um botao que permite a avaliagdo do novo modelo
gerado.

A janela Refinamento de loops foi desenvolvida utilizando a biblioteca WxPython
com o nome interno de Refinamento_de_Loop(). Ao abrir esta janela o modelo é
carregado pela classe Pdb_File, que através do métodos start_residue() e end_residue()
€ possivel determinar o residulo inicial e final do modelo gerado. Estes dados séo
utilizados pela janela Refinamento_de Loop() para popular os botdes residuo inicial e
final. Ao pressionar o botdo OK ¢ instanciada a classe LoopModelStep com informacdes
sobre 0 modelo, instancia da classe Client e regido do loop a ser refinado.

A classe LoopModelStep foi desenvolvida em python para gerenciar a tarefa
de refinamento de loops no AutoModel Client. Ela herda de ModellingStep a interface
para a comunicagdo com o GUI (Graphic User Interface - Interface Gréfica de usuario)
e comunicacao com o AutoModel Server através de uma instancia da classe Client
(figura[7). Nesta comunicagéo é enviado ao AutoModel Server o modelo e a regido de
loop que sera remodelado e através de uma thread é executada a etapa. Esta thread
evita o bloqueio da GUI durante a modelagem .
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Pdb_File LoopModelStep

Client

+ start_residue() +set start residue()

+end_residue() +set_end residue()

+ receive file ()
+end_residue()
+ loopmodel()
+send_file()

Figura 7 — Diagrama de classes do médulo de refinamento de loops

5.2.2 Mdbdulo refinamento de loop no AutoModel Server

O script loop.py executa o loop_refinement e com o auxilio do software Modeller
para gerar o modelo. O AutoModel foi configurado para gerar 5 modelos. Além disso,
o méddulo loop_refinement também avalia estes novos modelos para que o melhor
seja enviado para o AutoModel Client via internet, o que possibilita uma posterior

visualizagéo pelo usuario.

O critério de avaliacao utilizado pelo mdédulo é o parametro modeller objective
function que esta presente no cabecalho de cada modelo gerado (figura [8). Esta
funcao é o resultado da minimizacao da fungéo objetiva que o Modeller utiliza para as
restricées. Por si, s6 este valor ndo contem nenhuma informagao importante, mas € til

na comparagao entre modelos.

B 5 | seq.ali.B9999000L pdb - WordPad = | B |

[=R8 Home  Exibir (7}
-E-I-l-l-z-l-} CeA 56T B g A0 4101 201131 141 4541 16 14701 18-

p

EXPDTA  THECRETICAL MODEL, MODELLER 9.12 2014/01/31 00:54:52

REMARK & MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 3161.1763 *

EEMARK & MODELLER BEST TEMPLATE % SEQ ID: 56.479

EEMARK & MODELLER BLK RESIDUE 334:

ATOM 1 N MET 1 16.758 13.680 56.620 1.00 94.26 ]

ATOM 2 CAh MET 1 17.159 14.293 55.335 1.00 94.86 c

ATOM 3 CB MET 1 18.045 13.301 54.552 1.00 94.26 c

ATOM 4 CG MET 1 19.102 13%.932 53.641 1.00 94.86 c

ATOM 5 5D MET 1 18.509 14.850 52.190 1.00 94.26 5

T 5 ~E MET a 20 142 14 pas £l 207 1 N0 94 |8 r©

80% (=) (} )

Figura 8 — A seta vermelha aponta ao parametro modeller objective function de um

modelo gerado pelo Modeller.
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5.3 MODULO DE VALIDAGAO DO REFINAMENTO DE LOOP

Como o refinamento de loop gera um novo modelo é necessario verificar se a
qualidade deste modelo esta realmente melhor que o original. Embora o AutoModel
permita analisar o modelo através dos relatérios gerados pelo software PROCHECK
(acessiveis pelo botdo avaliar do AutoModel), o PROCHECK nao permite a comparacao
dos modelos. Logo, foi desenvolvido o médulo evaluate_loop_model que gera um grafico
utilizando como parametro a pontuacdo DOPE de cada residuo do template, modelo
e modelo com o loop refinado. Este médulo serd executado automaticamente apoés
o refinamento de loop e sera exibido o grafico automaticamente no computador do
usuario.

O mddulo evaluate loop_model foi desenvolvido para o AutoModel Server
realize a tarefa em 2 etapas: na primeira etapa o médulo utiliza a fungcéo assess_dope
do Modeller para gerar um arquivo com a extensao .profile contendo o perfil de energia
DOPE de cada residuo para o template, modelo e o modelo com o loop refinado.

Na segunda etapa, utilizando os arquivos gerados da etapa anterior e a bibli-
oteca pylab o médulo evaluate loop_model gera o grafico que ficara disponivel para
download pelo o AutoModel Client. Este download é realizado no final do refinamento
de loop.

5.4 ACESSO EXTERNO AO AUTOMODEL SERVER

O AutoModel foi projetado para funcionar em uma estrutura cliente servidor
via internet. O AutoModel Server, software responséavel por realizar o processamento
da modelagem, recebe requisicdes de uma ou mais instancias do AutoModel Client.
Estas instancias geralmente estdo sendo executadas em um computador diferente do
qual esta sendo executado o AutoModel Server, assim, para haver a interoperabilidade
entre os 2 softwares é necessario a comunicacao de ambos via internet, utilizando a
porta 18661.

Para que haja 0 acesso das instancias do AutoModel Client a este servidor, foi
necessario que a Assessoria de Rede/UENF concedesse o0 acesso externo através
de um de seus gateways, dispositivo que interliga uma rede interna a internet. Este
gateway possui o IP externo (de internet) 200.20.228.47 e foi configurado pela Asses-
soria de Rede/UENF para que todos os pacotes que chegarem a porta 18661 sejam
redirecionados para o AutoModel Server (figura [9).
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Instancias do
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200.20.228.47:18661

B)

Gateway 3‘7‘96 AutoModel
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Figura 9 — Esquema de funcionamento da comunicacao do AutoModel 0.5: (A) Uma ou
mais instancias do AutoModel faz uma requisicao ao AutoModel Server via
internet (200.20.228.47:18661); (B) Gateway da UENF recebe a requisi¢cao
e a redireciona para o servidor do AutoModel Server (C).

5.5 NOVA VERSAO DO SISTEMA DE CHAMADAS DE
PROCEDIMENTOS REMOTOS

O uso do AutoModel 0.1 na internet foi seriamente prejudicado devido a proble-
mas de comunicagao externa inerentes a rede interna e a internet. Assim, esta versao
comumente congelava durante a modelagem, o que levava a perda da experimentagéao
in silico. Desta forma, para sanar este problema uma nova abordagem de comunicacao
entre o AutoModel Server e Client foi implementada.

Na primeira versao do AutoModel, todos os aspectos da modelagem eram
gerenciados pelo AutoModel Server, assim, quando o AutoModel Client precisava
de uma informacéo, como por exemplo, o local de armazenamento dos arquivos
de alinhamento, era necessario que o AutoModel Client fizesse uma requisicao ao
AutoModel Server (figura[10).

Além disso, a conexao entre o AutoModel Server e AutoModel Client era
mantida durante toda a modelagem na primeira versao do AutoModel, caracterizando
assim uma conexdo sincrona. Caso esta conexao fosse perdida por algum motivo
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A) AutoModel Client 0.1 B) AutoModel Client 0.5
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Alinhar m;]]gme-mo Firl fmpAmpIEmSH|maodel s/ali.ali Abrir Alinhar ?;;;:amcmo Final AmpAmplEm3Hlimadelstali al; Abrir
:ﬂ:;r;!r&trﬂv Final AmpREpIEMSH|/madels/ali pap Abrig ?L‘L?EE“W Final AmprmplEmaH|maodelsali. pap Abrir
Client AlignStep
+ ali.ali
+get_path_of{)
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+ path_of() Server
AutoModelServer 0.1 AutoModel Server 0.5

Figura 10 — Exemplo comparativo do gerenciamento de dados do AutoModel: (A) No
AutoModel 0.1 a informacé&o sobre o caminho de arquivos fica armazenado
no AutoModel Server. (B) Na versao atual do AutoModel, todos os dados
da modelagem séo gerenciados pelo pacote ModelingStep no AutoModel
Client.

externo a modelagem néo poderia continuar. Neste contexto, devido a infraestrutura
que o AutoModel esté sujeito, a comunicacéo via internet entre o cliente e o servidor do
AutoModel era muito instavel.

No AutoModel 0.3 a arquitetura de rede continua baseada na cliente-servidor,
contudo a principal mudancga esta na forma de gerenciamento das informagdes. Nesta
versao, o controle de toda a modelagem é feito através do AutoModel Client, realizando
assim, conexdes pontuais ao AutoModel Server. O objetivo foi manter o controle no
AutoModel Client e o processamento no AutoModel Server. Assim quando o AutoModel
necessita realizar uma etapa que necessita de processamento, 0s arquivos necessarios
para esta etapa de modelagem sao enviados para o AutoModel Server e este faz o
processamento. Apos o envio dos dados os 2 softwares se desconectam e voltam a
reconectar novamente apos o fim do processamento da etapa. Ao fim da etapa os
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arquivos gerados sao enviado de volta ao AutoModel Client.

Internamente, o AutoModel continua utilizando a biblioteca RPyC, no entanto,
sua forma de trabalho foi modificada. A classe Client que no AutoModel 0.1 era res-
ponsavel por varias tarefas da modelagem, na versao 0.3 ela foi otimizada, ficando
responsavel apenas pela comunicagéo entre o AutoModel Client e AutoModel Server e
tarefas de rede.

Além do novo sistema de comunicacao foi criado o médulo ModellingStep
(figura[11), que solicita a execugdo de cada etapa da modelagem por homologia ao
AutoModel Server, utilizando a classe cliente. O modulo ModellingStep fornece uma
interface para o ambiente grafico, e permitindo o controle de cada etapa da modelagem.
Na figura[12) é apresentado o diagrama de classes deste novo médulo.

Modulo ModelingStep

Aadal:

ModelingStep

I

Client

Ca

Interface Grafica ”

)

Figura 11 — Esquema de funcionamento do modulo ModellingStep

No AutoModel Server, as mudancas ocorreram somente no médulo server. Este
modulo no AutoModel 0.1 era responsavel por manter a conexao com as instancias
do AutoModel Client e gerenciar o processo de modelagem. A partir do AutoModel
0.3, o servidor € responsavel somente pelo processamento da etapa e por receber os
arquivos necessarios para a execucao desta tarefa.
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ModelingStep
ModelingStep
+run {}
#__copy_file_for_dir_ ()
#__get_back new_files_ ()
#__send files_ ()
_ | | |
PrepareBeforeStartModelling AlignStep EvalulateStep EvaluateAfterLoopRefinamentStep
FindTempla tesStep ModelStep LoopModelStep

Figura 12 — Diagrama de classes do modulo ModellingStep

Como consequéncia da nova abordagem utilizada no AutoModel 0.3, ocorreu
uma queda do volume de dados transferidos em cada etapa da modelagem (figura[13).
Isto se deve a menor necessidade de transferéncia de arquivos para cada etapa,
ja que os Unicos arquivos que vao para o servidor na nova versao do AutoModel
sdo exatamente os necessarios para cada etapa. Esta queda de volume de dados
transferidos traz 2 caracteristicas benéficas para o AutoModel, a primeira € que a
modelagem dura menos tempo e a segunda é que nao sobrecarrega o trafego dentro
da rede da UENF
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Figura 13 — Volume de dados que foi transferido na modelagem de uma proteina de
339 residuos utilizando as 2 versdées do AutoModel com o sistema de
comunicagao aperfeigoado.

5.6 REGISTRO DO AUTOMODEL COMO UMA FERRA-
MENTA DE USO BIOTECNOLOGICO

Antes de tornar o AutoModel disponivel ao publico, o0 AutoModel foi registrado
ao INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) como uma ferramenta de uso
biotecnolégico. O INPI é o érgéo responsavel pelo registro de softwares e patentes.
No caso de softwares, a lei brasileira entende que o cédigo é uma obra de origem
literéria, ndo cabendo assim patentes. No entanto, a lei n° 9.609/98, conhecida como a
lei do software, inclui o direito a paternidade e de modificagéo, direito este que, podera
ser exercido a qualquer momento. Esta lei também destaca que a propriedade de um
software é exclusivamente do empregador, contratante de servigcos ou érgaos publicos,
o qual o desenvolvedor esta vinculado. Além disso, o software podera ser registrado
junto a érgaos como o INPI a fim de proteger juridicamente a sua autoria (FILHO, 2003).

Para o registro do AutoModel, foi entregue a Assessoria de Patentes da UENF
a documentacao formal e técnica necessaria para efetua-la. A documentacgao formal
possui informagdes do titular e a documentagéo técnica é composta pelos diagramas
de classe do AutoModel Client e Server 0.4 e trechos do software que sao responsaveis
pela gestao de janelas do AutoModel Client e comunicacao entre o AutoModel Server e
AutoModel Client. Isto €, partes do AutoModel que comprovam sua originalidade.



28

IMiniServer

ServerAdapter

Client

+connect with server() + N file()
- — receive_file
+check serial(}) —

e +check_serial() ServerService
send +receive_file()

+find templates() +find templates()

+receive file() +send file()

+get_pdb_from sexvexr()

-
i) send template ()

+model()

+evaluate ()

+evaluate PROCHECK ()
+loopmedel{()
+evaluatelooprefinament ()
+disconnect()

+align{)

+model ()

+evaluate ()
+evaluatePROCHECK ()
+loopmodel ()}
+evaluatelooprefinement ()

Figura 14 — Diagrama de Classes do médulo MiniServer e classe Client modificada
para utilizacdo do AutoModel off-line

5.7 MODO OFF-LINE

O modo off-line do AutoModel consiste em uma versdo modificada do AutoMo-
del Server implementada como um mdédulo no AutoModel Client 0.4. Este mddulo com
o nome de MiniServer ndo utiliza a biblioteca RPyC para a comunicacao e sim uma
versao modificada da classe Client do AutoModel Client e um adaptador para a classe
ServerService. Este adaptador é necessario, pois, a classe ServerService fornece a
interface de comunicagdo com o AutoModel Client. Como esta comunicacgao utiliza
a biblioteca RPyC, € necessario que os métodos da classe ServerService comecem
com a palavra exposed. Para néo ter que reescrever todos métodos da classe Client
modificada foi criada entdo a classe Adaptadora ServerAdapter. Foi implementada
também a janela Select AutoModel Mode, que permite a escolha de qual modo o
AutoModel vai iniciar. Dependendo da escolha do usuario, este médulo carrega a classe
Client original que se conecta ao AutoModel Server ou a classe Client modificada que
utiliza o médulo MiniServer (figura[14).

5.8 ALINHAMENTO COM O HMMER

Visando uma melhor qualidade dos modelos, o médulo de alinhamento do
AutoModel 0.4 foi substituido. O modulo original utilizava o Modeller como software
de alinhamento. O novo médulo, implementado no AutoModel 0.5, utiliza o pacote de
softwares HMMER. O novo médulo Align também utiliza o banco de dados do Pfam
para a busca de familias de proteinas. Assim como o antigo modulo de alinhamento, o
novo moédulo recebe a sequéncia desalinhada da proteina alvo e proteina molde no
formato PIR (arquivo seq.ali) e a estrutura da proteina molde (figura[15).
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Figura 15 — Esquema do funcionamento do médulo de alinhamento com o HMMER: Ao
pressionar o botdo Alinhar, o AutoModel Client envia ao AutoModel Server
as sequéncias da proteina-molde e proteina-alvo, estes serao alinhados
pelo AutoModel Server utilizando os bancos de dados PDB e PFAM-A,
apds o processamento o AutoModel Server envia para o AutoModel Client
o alinhamento das duas sequéncias.
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Apoés o recebimento destes arquivos, o AutoModel Server converte o seg.ali no
formato FASTA utilizando o método convert_seqali_pir_to_fasta_format da classe Align.
Este método foi desenvolvido de forma a criar um script Python que utiliza o comando
alignment do modeller para fazer a conversdo. Este script € executado com o modeller
e sua saida € um arquivo seq.fasta. Isto é necessario, pois 0 HMMER néo |é arquivos
no formato PIR.

No arquivo seqg.fasta o AutoModel Server realiza entdo uma busca de perfis
HMM, utilizando o banco de dados do PFAM. Para isto, o servidor do AutoModel utiliza
0 método search_an_hmm. Este método entdo executa o comando hmmsearch do
HMMER e armazena o resultado no arquivo hmmsearch.txt.

Utilizando o arquivo hmmsearch.ixt, € executado o método find_better_motif
da classe Align. Este método, utiliza a biblioteca biopython para extrair os nomes
dos perfis HMM que foram encontrados no arquivo seqg.fasta. Com esta informacao
sao extraidos os perfis HMM escolhidos do banco de dados PFAM e armazenado no
arquivo PRF.hmm. Para isto, o AutoModel Server utiliza o método fetch_hmm que utiliza
o software hmmfetch do HMMER.

O processo de alinhamento termina com o comando align_with_hmmer. Este
comando utiliza os seguintes arquivos seq.fasta e PRF.hmm que foram criados previa-
mente. Internamente, o comando align_with_hmmer executa o software hmalign com
estes 2 arquivos. O resultado entdo é enviado para o AutoModel Client.

5.9 MODULO DE ALINHAMENTO COM O MUSCLE

Baseado no médulo de alinhamento utilizando o HMMER, o médulo de alinha-
mento do AutoModel 0.5M utiliza o software MUSCLE ao invés do HMMER. Interna-
mente o funcionamento destes dois modulos é semelhante.

Na classe Align, o método align_with_hmmer, foi substituido por align_with_muscle.
Este método quando acionado executa o0 muscle com o parametro —in arquivo com
sequencias nao alinhadas, —out seq.ali, onde seqg.ali € o arquivo que sera gerado apés
o alinhamento.

Com a utilizagdo do Muscle ndo foi mais necessario a utilizagdo da bibliotecas
de fragmentos PFAM-A, diminuindo assim o espaco de armazenamento necessario
para manter o AutoModel Server. Além disso, foi notada uma melhora significativa na
velocidade de alinhamento quando se compara as versoes 0.4 e 0.5 do AutoModel.
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5.10 ANALISE DA QUALIDADE DOS MODELOS OBTIDOS
DE DIFERENTES VERSOES DO AUTOMODEL

Com o objetivo de melhorar a qualidade do modelo gerado, o Modeller, software
de alinhamento utilizado pelo AutoModel 0.4, foi substituido pelo HMMER no AutoModel
0.5 e Muscle no AutoModel 0.5M. Neste contexto, para avaliar se este objetivo foi
alcacado foram realizados testes nos quais foram verificados a qualidade do modelo
gerado e o tempo necessario de alinhamento na modelagem de diferentes proteinas.
Estes dados foram entao tabulados em uma planilha do Microsoft Excel.

Nestes testes mostraram que o AutoModel 0.5M que utiliza a ferramenta Mus-
cle para fazer o alinhamento construiu modelos com qualidade igual ou superior ao
AutoModel 0.4 que utiliza o Modeller. Além disso, com a versao 0.5M a modelagem se
tornou muito mais rapida e também com um menor custo computacional. Em contra-
partida o AutoMode 0.5 que utiliza o HMMER como ferramenta de alinhamento gerou
modelos com qualidade inferior ao AutoModel 0.4 e AutoModel 0.5.

Tabela 5 — Modelagem da gi|21913852| com o template 1uij

Versédo do AutoModel 0.4 (9v9) | 0.4(9v4) | 0.5 (HMMER) | 0.5M (Muscle)
Qual. do modelo (Z-score) (fig. -4.65 -4.85 -1.21 -4.41
Tempo de alinhamento 2min7seg | 2min18seg | 1min27seg 1seg
Tempo da modelagem completa | 8min10seg | 7mind4seg | 7min 6mini4seg
Tabela 6 — Modelagem da TvLDH com o template 1bdmA
Versao do AutoModel 0.4 (9v9) | 0.4(9v4) | 0.5 (HMMER) | 0.5M (Muscle)
Qual. do modelo (Z-score) (fig.[17) | -8.9 -8.43 -5.23 -8.18
Tempo de alinhamento 1min05seg | Tmin21seg | 1min40seg 2seg
Tempo da modelagem completa | 6min50seg | 5mind4iseg | 7min20seg 5min28seg
Tabela 7 — Modelagem da gi|157108525| com o template 1iknD
Versao do AutoModel | 0.4 (9v9) | 0.4 (9v4) | 0.5 (HMMER,) | 0.5M (Muscle)
Qual. do modelo (Z-score) (fig. -1.4 5.26 -0.76 -2.66
Tempo de alinhamento 52seg 32seg 2min10seg 1seg
Tempo da modelagem completa | 5min 4min22seg | 6min 3min48seg




Z-score

=15

-20

Z-score

-10¢°

=15

-20

32

Graficos Z-Score do modelo da sequéncia gi|21913852|
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Figura 16 — Graficos Z-Score do modelo da sequéncia gi|21913852| gerado por cada

versao do AutoModel.
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Figura 17 — Graficos Z-Score do modelo da sequéncia TvLDH gerado por cada versao

do AutoModel.
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Figura 18 — Graficos Z-Score do modelo da sequéncia gi|157108525| gerado por cada

versao do AutoModel.
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6 DISCUSSAO

O AutoModel foi desenvolvido de forma a possuir uma interface gréfica de facil
UsSo e que guiasse o0 usuario na experimentagdo de modelagem de proteinas. Diferente
da maioria das ferramentas de modelagem, o AutoModel possui um maior controle
dos parametros de todas as suas etapas. A idéia € que com um maior controle da
modelagem, os modelos in silico gerados pelo AutoModel sejam mais refinados do que
nos sistemas automatizados e que incluam heteroatomos.

O AutoModel versao 0.1 foi a primeira versao deste software, ela possuia alguns
recursos como selecao e alteracao de heteroatomos para a geracdo do modelo e a
geracao do relatorio estereoquimico com a utilizagao do software Procheck. No entanto,
esta versao s6 chegou a ser utilizada dentro do laboratério, ndo sendo disponibilizada
ao publico. Portanto, era interessante oferecer esta ferramenta pela internet e oferecer
novos parametros para a modelagem como o refinamento de /oops.

O refinamento de loops é interessante, pois, o0 motor do AutoModel que é o
software Modeller cria modelos utilizando a modelagem por homologia. Esta técnica
utiliza um alinhamento entre a proteina-molde e a proteina-alvo, onde séo localizadas
as regides conservadas entre as duas sequéncias e as nao conservadas (KRIEGER;
NABUURS; VRIEND, 2003). Normalmente os loops estao localizados nestas regiées nao
conservadas. Diferentemente das regides conservadas, as regidoes nao conservadas
nao possuem informacao estrutural disponivel, levando o Modeller a utilizar algumas
estratégias para resolver a estrutura destes locais (FISER; DO; SALI, 2000). No entanto,
nem sempre o Modeller consegue utilizar a melhor estratégia para resolver esta parte
da estrutura, requerendo assim uma intervenc¢do do usudrio. Deste modo, para predizer
estruturas de proteinas com maior precisao o recurso de refinamento de /oops se torna
uma ferramenta essencial para o cumprimento do objetivo do AutoModel.

Além disto, no AutoModel foi resolvido um dos pontos fracos do Modeller que
€ 0 seu médulo de alinhamento de sequéncias. O médulo utilizado pelo Modeller é
baseado em uma variagdo do algoritmo Smith-Waterman (SMITH; WATERMAN, [1981).
No Modeller, este algoritmo acaba gerando varios erros durante o alinhamento que
afeta negativamente a qualidade do modelo predito pelo Modeller. Para resolver este
problema, o software desta etapa foi substituido pelo HMMER, que utiiza modelos
probabilisticos conhecido como Cadeias Ocultas de Markov sendo muito mais sensivel
do que o algoritmo de Smith-Waterman. No entanto, os modelos gerados pelas versdes
do AutoModel que utilizava o HMMER (AutoModel 0.5) tiveram uma sensivel queda sem
sua qualidade quando comparado-se com a versao que utiliza o Modeller. Esta queda
de qualidade pode esta relacionada a qualidade de sequéncias que sao alinhadas, o
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HMMER foi desenvolvido para trabalhar com o alinhamento de multiplas sequéncias,
enquanto o AutoModel sé alinha duas sequéncias. Desta forma, na versdo 0.5M
o HMMER foi substituido pelo MUSCLE que obteve melhores resultados do que o
HMMER e o Modeller, além disso, os resultados mostraram que o MUSCLE diminuiu
bastante o custo computacional necessario para a modelagem, o que é interessante
em um sistema que funciona em um servidor central como o AutoModel.

No desenvolvimento deste trabalho o AutoModel foi dividido em 4 versdes que
foram baseadas no AutoModel 0.1. Em cada versao foi adicionado um recurso ou resol-
vido um problema. Como foi o caso do novo médulo de chamadas de procedimento
remoto, que com a nova versao se tornou mais eficiente e mais rapido, tornando o pro-
cesso de modelagem mais estavel. Aléem disto, a tltima versao do AutoModel esta total-
mente funcional e disponivel ao publico através do site (https://sites.google.com/site/uenfautomodel

Como perspectiva de desenvolvimento do AutoModel estao:

i. Desenvolvimento da modelagem de proteinas com residuos que sofreram modifi-
cacgdes pods-traducionais;

ii. Aumentar o numero de usuarios, especialmente na américa do sul, através do
curso CBAB/CABBIO 2015:t6picos em Biologia Computacional que sera realizado
em julho de 2015 na Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR);

iii. Desenvolvimento de modelagem por structural profile;
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APENDICE A — ESTUDO DE CASO
DO AUTOMODEL

As lactato desidrogenases (LDH) sdo enzimas que estao presentes em varias
vias metabdlicas e estdo envolvidas na manutencao do equilibrio entre o catabolismo e
anabolismo de carboidratos. A LDH catalisa a rea¢ao de transformacao do piruvato em
lactato. Este lactato pode ser usado para produzir NADH e ATP em tecidos aerébicos
com a utilizagao de acido citrico. Além disso, a lactato desidrogenase pode catalisar a
reacao de conversao de lactato em glicogénio (GARVIE, [1980).

O Trichomonas vaginalis é um parasita humano que € o causador da trico-
miniase. No genoma dele foi encontrado o gene de uma proteina LDH (TvLDH) que
nao possui estrutura tridimensional conhecida. Estudos de bioinforméatica revelaram
que esta LDH possui uma maior similaridade com a malato desidrogenase (MDH) de
algumas espécies de organismos do que com outras LDH caracterizando uma possivel
evolugao convergente (WU et al., |1999).

Com intuito de elucidar a estrutura tridimensional da TvLDH realizamos uma
modelagem por homologia da TvLDH utilizando como proteina-molde uma malato-
desidrogenase pertencente ao organismo Thermus thermophilus.

A.1 MATERIAIS E METODOS

Para a modelagem da TvLDH foi necessério utilizar a abordagem de modela-
gem por homologia. Esta abordagem permite a criacdo de modelos tedricos tridimensio-
nais de proteinas com a utilizagdo de “proteinas-moldes”. Estas “proteinas-moldes” sao
proteinas que possuem sua estrutura tridimensional conhecida e normalmente estao
em bancos de dados como, por exemplo, o PDB (Protein Data Bank). Para a realizacao
da modelagem por homologia da TvLDH foi utilizado o software AutoModel versao
0.3. Além disto, foi utilizado o PROCHECK para avaliar a qualidade estereoquimica do
modelo gerado e se necessario realizar ajustes do modelo.

A sequéncia da TvLDH foi carregada no AutoModel (figura e comelao
software realizou uma busca em seu banco de dados e encontrou 10 proteinas que
possuia similaridade com a TvLDH. Destas, a proteina-molde que possui uma maior
cobertura foi a 1bdm. 1bdm € a estrutura tridimensional de uma malato-desidrogenase
pertencente do organismo Thermus thermophilus (tMDH) (KELLY et al., [1993).

Na sequéncia da TvLDH presente no alinhamento (Figura[20) com a 1bdmA
foram importados o ligante (NAD) e as moléculas de agua para que ficasse mais claro
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>P1;TwvLDH

sequence:TvILDH: ::::::0.00: D0.00

MSEAAAVLITGAAGOIGY I LSHWIASGE LYGDROVY LHLLDI PPAMNELTALTME LEDCAFPHLAGFVATTDPEA
AFEDIDCAFILVASMPLEPGOVERAD LI SSHSVIFENTGEY LSEWARPSVEVLVIGHPDNTHCE TAML HARN LEFEN
FSSLSMLDONRAYYEVASKLGVDVEDVHD I IVWGHHGE SMVAD LTOAT FTEEGETQEVVDV LDEDYVFDTFFEEL
GHRAWDI LEHRGFTSAASPTEAATOHMEKAWLFGTAPGEVLSMGI PVPEGHPYGIKPGVVE SFPCHNVDEEGELIHVV
EGFEVHDWLEERKLDFTEED LFHEEETALNHLAQGG*

Figura 19 — Sequéncia de residuos em formato FASTA da TvLDH Segundo o AutoModel
a cadeia A da proteina que possui o nome-codigo, no PDB, 1bdm é a que
possui maior similaridade com a TvLDH (45%), portanto a cadeia desta
proteina foi utilizada como o template (proteina-molde) da modelagem.

em qual regido da proteina fica o sitio ativo.

Utilizando este alinhamento o AutoModel foi instruido a criar o modelo tridimen-
sional da TvLDH. O AutoModel criou 5 modelos dos quais o software escolheu aquele
que possuiam menor energia (figura [21).

>Pl;1BIM

structureX:1BIM.pdb: 0 :A:+409 :8:MOL_ID 1; MOLECULE MALATE DEHYLDROGEMASE;
CHAIN &A; EC 1.1.1.37; ENGINEERED YE3:MOL_ID 1; ORGANI3SM SCIENTIFIC
THERMUS THERMOFHILUS; ORGANISM TAXID 274; EXFRESSION_SYSTEM VECTOR_TYEE
BACTERIUM: 1.80: 0.17

MERPVEVAVIGAAGD IGY SLLFRIAAGEMLGED FVILOLLET PQAMEATE GVVME LEDCAF PLLAGLEATDDED
VAFKDADYALLVGALPRL —{WV——————— HNGEIFTEQGRALAEVARKKDVEVLVVGN PANTNALTAYENAPGLN ER
NFTAMTIELDHNEAKA QLA KKTGT GVDREIEEMTVWGNH SSIMFPDLFHAEV- -DGR- -PALELVIMEWY EKVFI ET
VAORGAATIQRARGAS SAL SA AN A TEHIR DWALGTPEGDWVSMAVES-QGE-YGIPEGIVYSFEVTAK -DGAYEV
VEGLEINEFARKEME ITAQELLDEME —(WVERTLGL I — . W W Wik Wil Wil W W Wi Wi Wi W Wid Wi Win
W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

»Pl;3eq.ali

sequence: seg.ali: - : o::xz:-1.00:-1.00

MSERRAVLITER A IGY ILSHWIASGELYG-DROVY LHLLDI FPAMNRLT ALTMELEDCAF FHLAGFVATTIDPK
ARFEDIDCAFLVASMELEPGOVEADLISSNSVIFENT GEY LSEWAKPSVEVLVI GN PDH THCEIAMLH AKNLEPE
NFS5LIMLDONRAYYEVA SKLGVIVEDVHDI IVWGNHGESMVADLTQATFTKEGET QEVVLVLDHDYVFDTFFER
IGHRAWDILEHRGFT SRR SPTERAIHMKAWLFGTAPGEVLIMGI FWPEGN EYG IKPGVVES FPCHVDEE GEI HV
VEGFEVHNDWLEEKLDFTEEKDLFHEKE TALNHLAQGE « Wil Wi Wi Wi Wi W Wi Wi Wi W W Wi Wi Wind
AT W W W W T T W W T T W W W W W W W W

Figura 20 — Alinhamento entre a cadeia A da 1Tbdm com a TvLDH que estd com o nome
seq.ali. Note que foi importado o NAD (representado por um ponto) e as
moléculas de agua (representada por w).

Apés a criacdo do modelo foi feita uma anélise estereoquimica deste utilizando
o software PROCHECK que é incluso no préprio AutoModel (Figuras 22, 23] [24). Nesta
andlise, observando o grafico Ramachandran foi constatado que o loop que continha os
residuos ARG97, ALA98, ILE101, SER102, SER103 precisava ser remodelado. Para
isto foi utilizado a opcéao “refinar loops” do AutoModel, Nesta opcéo foi ordenado que o
software remodelasse o loop do residuo 93 até o 103. O AutoModel gerou assim um
novo modelo e dele foi utilizado o software PROCHECK novamente para gerar uma
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Figura 21 — Modelo gerado pelo AutoModel para TvLDH com o ligante NAD

nova andlise estereoquimica (Figuras [27). Desta nova andlise percebe-se que
houve uma melhora na regido que continham aqueles residuos (Figura [28).
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Modelo TvLDH
Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 260 88.7%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 21 7.2%

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 7 2.4%

Residues in disallowed regions 5 1.7%

Number of non-glycine and non-proline residues 293 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2

Number of glycine residues (shown as triangles) 25

Number of proline residues 16

Total number of residues 336

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Figura 22 — Grafico Ramachandran da TvLDH antes de sofrer o refinamento de loops.
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Modelo TvLDH
Side-chain parameters
seq.al1.B99990005
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seq.ali.B99990005

Standard deviation (degrees)

10 1.5 20 25 30 35 40
Resolution (Angstroms)
Plot statistics

Comparison values No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value  width  from mean

a. Chi-1 gauche minus st dev 43 10.5 18.1 6.5 -12 BETTER
b. Chi-1 trans st dev 107 10.0 19.0 5.3 -1.7 BETTER
c. Chi-1 gauche plus st dev 113 11.0 17.5 49 -1.3 BETTER
d. Chi-1 pooled st dev 263 10.6 18.2 4.8 -1.6  BETTER
e. Chi-2 trans st dev 55 11.6 20.4 5.0 -1.8 BETTER

Figura 23 — Andlise estereoquimica das cadeias laterais do modelo da TvLDH antes
de sofrer o refinamento de loop.
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PROCHECK
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Main-chain parameters
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Plot statistics

Comparison values No. of

No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. %-tage residues in A, B, L 293 88.7 83.8 10.0 5 Inside
b. Omega angle st dev 333 5.1 6.0 3.0 -3 Inside
c. Bad contacts / 100 residues 40 119 42 10.0 8 Inside
d. Zeta angle st dev 310 2.4 3.1 1.6 -5 Inside
e. H-bond energy st dev 224 a9 8 2 -3 Inside
f. Overall G-factor 336 -3 -4 3 2 Inside

Figura 24 — Anadlise estereoquimica da cadeia principal do modelo da TvLDH antes de

sofrer o refinamento de loop.
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Modelo TvLDH com Loop Refinado

PROCHECK

Ramachandran Plot
seq.ali.BLO0050001
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 258 88.1%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 25 8.5%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 5 1.7%
Residues in disallowed regions 5 1.7%
Number of non-glycine and non-proline residues 293 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1
Number of glycine residues (shown as triangles) 25
Number of proline residues 16
Total number of residues 335

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Figura 25 — Grafico Ramachandran da TvLDH depois de sofrer o refinamento de loops.



44

Modelo TvLDH com Loop Refinado
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Plot statistics

Comparison values No. of

No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter data pts value value  width  from mean
a. Chi-1 gauche minus st dev 45 9.9 13.6 6.5 -6 Inside
b. Chi-1 trans st dev 107 10.3 15.3 5.3 -1.0 Inside
c. Chi-1 gauche plus st dev 111 10.6 13.8 4.9 -6 Inside
d. Chi-1 pooled st dev 263 10.4 14.3 4.8 -.8  Inside
e. Chi-2 trans st dev 56 11.6 179 5.0 -12 BETTER

Figura 26 — Analise estereoquimica das cadeias laterais do modelo da TvLDH apés

sofrer o refinamento de loop.
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Modelo TvLDH com Loop Refinado
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Plot statistics

Comparison values No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value  width  from mean

a. %-tage residues in A, B, L 203 88.1 88.2 10.0 0 Inside
b. Omega angle st dev 333 53 6.0 3.0 -9 Inside
c¢. Bad contacts / 100 residues 20 6.0 1.0 10.0 5 Inside
d. Zeta angle st dev 310 2.2 3.1 1.6 -6  Inside
e. H-bond energy st dev ) ) i 2 ) Inside
f. Overall G-factor 335 -3 =) 3 -5 Inside

Figura 27 — Analise estereoquimica da cadeia principal do modelo da TvLDH apés
sofrer o refinamento de loop.
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Figura 28 — (A) Modelo do TvLDH gerado pelo AutoModel exibindo a regido do loop
que sera refinado (em vermelho) (B) Modelo com o loop refinado do TvLDH
(vermelho)
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ANEXO A — MANUAL DO
AUTOMODEL

A.1 O QUE E MODELAGEM MOLECULAR POR HOMO-
LOGIA?

E um método de modelagem de proteina que basea-se no fato que a evolugdo
criou familias proteicas em que seus integrantes compartilham de caracteristicas em
comum. Utilizado a sequencia de aminoacidos que compde uma proteina e sabendo
de qual familia ela pertence € possivel predizer com razoavel precisdo como sera a
estrutura tridimensional dessa proteina.

A Modelagem de proteinas por homologia € divida em 4 etapas: Na primeira
etapa busca-se uma ou mais proteinas homdlogas a proteina que se deseja modelar
que tenha uma estrutura tridimensional conhecida, Depois dessa etapa € feito o alinha-
mento entre essas estruturas para a determinacao de regides que foram conservadas.
Esse alinhamento é utilizado na terceira etapa que € a montagem do modelo tridimen-
sional. Ap6s a montagem é verificado se o modelo criado € bom ou ruim através de
métodos de validagao.

A.2 O QUE E O AUTOMODEL?

O AutoModel é uma aplicagdo desenvolvida para auxiliar os usuarios a criar
modelos tridimensionais de proteinas através da internet. Para criar o modelo de uma
sequiéncia o usuario necessita apenas de um arquivo com a seqiéncia no formato
FASTA, um formato de arquivo baseado em texto onde cada aminoacido ou nucleotideo
€ representado por uma letra, e o programa Cliente do AutoModel. A aplicacao é capaz
de fazer todo o processo semi-automaticamente, isto é, requerendo poucas interacoes
com o usuério. Além de criar modelos o AutoModel é capaz de fazer, ao término da
modelagem, uma analise dos modelos gerados.

A Modelagem utilizando o AutoModel é divido em 4 etapas:

i. Busca e Escolha de proteinas-molde;
ii. Alinhamento das sequencias;
iii. Construcao do modelo tridimensional;

iv. Validacao.
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A.3 INICIANDO O PROGRAMA AUTOMODEL:

O AutoModel foi desenvolvido de modo que funcione nos sistemas operacionais
mais comuns: Microsoft Windows, Linux e Mac OS;

Dependendo do Sistema operacional existem duas formas de iniciar o AutoMo-
del:

i. Utilizando o ambiente grafico do sistema operacional.

ii. Utilizando o terminal do sistema operacional.

A.3.1 Abrindo o AutoModel utilizando o Ambiente grafico do sistema
operacional Windows:

Utilizando o Windows Explorer abra a pasta do AutoModel e clique duas vezes
em cima do arquivo AutoModel.bat (figura[29).

[E=N EoR(=x=
@Uv| . » Computador » Disco Local (C) » automodel-client-for-windows » - | &,l | Pesquisar ... 0 [
COrganizar = Abrir Imnprimir Gravar Mova pasta =« IZE}ZI
- Favoritos L
B Area de Trabalho ﬂ P
& Downloads
v# Dropbox
=l Locais Alpha.py~ Alpha Alphal Alphal Alpha2
. Bibliotecas = 1
3 Documentas E P E ﬂ P
= Imagens :
Jv Miisi “
@ Musicas
E Videos Alpha2 alphas alphas ampulheta Appl
G domeésti i ).t
*& Grupo doméstico __.fg g ﬂ E
-
o4
M Computador
isy Disco Local () automodel automodel client client.py~ client
G‘._‘ Rede E
~, | automodel Data de modificag... 09/05/2012 10:44 Data da criagdo: 06/09/201210:51
‘~‘é_‘ Script de Comandos do Windows Tamanho: 28 bytes

Figura 29 — Para acessar o AutoModel no Windows, basta executar o arquivo automo-
del.bat
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A.3.2 Abrindo o AutoModel utilizando o Ambiente grafico do sistema
operacional Linux e Mac OS:

Utilizando o gerenciador de arquivos do seu operacional (Nautilus, Dolphin,
Konqueror, Finder, etc.) abra a pasta do AutoModel e clique duas vezes em cima do
arquivo AutoModel (figura[30).

Arquivo Editar Ver Ir Marcadores Ajuda

- & & |« ||®joz0 | IC | AutoModellIHN

Personal
[ joao
B Area de trab...
T Documentos
J3 Misica
M Imagens
Bl videos
4} Download
[l emesene
B Lixeira
Devices v

Nautilus Terminal | Preferéncias | | » Mostrar |
| impar | &
[ - [
from
Alpha2.pyc alphas.py alphas.pyc
_—
& #!jus
1 #8oa:
u imoor
ampulheta.gif Appl.py
#clie = HETAT k
; AT
impor [ o HETAT

Figura 30 — Exemplo do arquivo automodel.sh sendo executado no Nautilus

A.4 CARREGANDO A PROTEINA DO USUARIO NO AU-
TOMODEL:

O usuario pode carregar sua sequéncia no AutoModel de duas formas: Um
arquivo no formato FASTA ou escrevendo/colando sua sequencia na janela do AutoMo-

del.

A.4.1 Carregando a sequencia utilizando um arquivo no formato Fasta:

Para carregar o arquivo no AutoModel basta clicar no botdo Open no campo
Select Target Sequence (figura [37).
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AutoModel

Loading Target Sequence and Template Selection
Select Target Sequence

From | Preliminary ——
Fasta File —— Alignment (PIR}

| Enter the sequence manually | Preliminary
Alignment (PAP):
Select Template g (PAP)

Preliminary

From Alignment (PRF):

1

Figura 31 — Botdo Open do campo Select Target Sequence

Na janela Escolha um arquivo no formato FASTA selecionamos o arquivo com

a sequiéncia que desejamos carregar e depois clicamos em Abrir (figura[32):

Escalha um arquive no formato FASTA @
—,
GU | . % test » mono » v|‘?|| S T 2]
Organizar = Mova pasta ==« i .@.
B AreadeTrabalho *  Nome Data de modificag... Tipo
4. Downloads — ~
) , models 06,/09,/2012 10:51 Pasta de arqgy
+¢ Dropbox .
= | oca | 75araucaria 17/01/2012 12:48 Docurnento
= Locais : : = —
2l build_profile 17/01/2012 12:48 Arquive PICS
i o = build_profile 17/01/2012 12:48 Python File
= Bibliotecas . i ) ~ o
= || build_profilePAP.ali 17/01/2012 12:48 Arquive AL
j Documentos . ! . :
| build_profilePIR.ali 17/01/2012 12:48 Arquiva AL
=/ Imagens ) . P
i | seq.ali 17/01/2012 12:48 Arquive AL
J‘f Miisicas ) .
| seq.ali.old 17/01/201212:34 Arquive OLC
B Videos
& Grupe doméstico
R
1 ._anmputador ~ | o | s
Mome: TSaraucaria - [Allfiles *" vl
’ Abrir |v] ’ Cancelar ]

Figura 32 — Janela para a carga do arquivo fasta que possui a sequéncia alvo.
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A.4.2 Carregando a sequencia do usuario Escrevendo/Colando na
Janela do AutoModel:

A sequencia do usuario pode ser carregada no AutoModel sem a necessidade
dela estar em um arquivo. Para isso, basta pressionar na janela principal do AutoModel
o botdo Enter the sequence manually (figura [33).

[ AutoModel

Loading Target Sequence and Template Selection
Select Target Sequence

From ' ' Open Preliminary —
Fasta File L Alignment (PIR)

Enter the sequence manually

Preliminary —
Alignment (PAP):

Select Template

Preliminary |
Alignment (PRF):

Figura 33 — Botdo Enter the sequence manually para acesso a janela Load Target
Sequence que permite carregar manualmente a sequencia do usuario.

E na janela Load Target Sequence escrever ou colar a seqiéncia e pressionar
o botdo Save (figura(34).

Enter in the below camp the protein sequence (target sequence) that you wants to model

NPYWFKEEEQERRLATDAGEIRAVPLFREFSTLVRDLENYELMFFHMKP DAFMRHHYS GADHLSFVYLQ GEARIQ CWVRKEKSMEENLDRG
MLLFIPRGSMLSIWNNDPREELIMWVMNLLYNPMPYRQRHHESFYPWVDMLMAFRRESLEAAFKNVRSEDIERMFSRQDQRYFRFLSREEREKIM
GRDDSQLSSFWPLKTRKGEAEEEHMKPFNLEKKDAKY SNENGKYMEVD SEDYRPLERQEDRNSMGWGYTRIEP GKITWPYWHSHAFTIC
WWAWYRGPGMLOMHPRGGKQQTEAAKGKGEENQNGNARRREEGEGEFRYSYRRVESELRVGDVFVMPAGHASVOMASSERLEFLTFRY
NFDRDSGNFLAGNNSYLKQLREEQLAADFGVERKEMQRMIGS QDKAVFVD GPRGSRSLWSIM

Clear Cancel Save

-l

Figura 34 — Janela Load Target Sequence para o usudrio entrar com a sequéncia alvo
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A.5 BUSCA E ESCOLHA DE PROTEINAS-MOLDE (TEM-
PLATE):

A primeira etapa da modelagem molecular é procurar uma ou mais proteinas
conhecidas que sdo homologas a proteina carregada pelo usuario. Isso pode ser feito
de duas maneiras: Buscando em um banco de dados de estruturas conhecidas ou
Carregando manualmente a proteina no formato PDB manualmente.

A.5.1 Buscando a proteina-molde em um banco de dados:

Esse método geralmente é utilizado quando nao se sabe qual a familia de
proteinas a proteina carregada pelo usuério pertence.

No AutoModel para procurar, candidatos a proteina molde, utilizando o banco
de dados basta pressionar o botdo From Database da secao Select Template (figura

35).

Loading Target Sequence and Template Selection
Select Target Sequence

From | tmp/tmpBoHXLr '
Fasta File o
Enter the sequence manually
Select Teps
il From PDB Fill

Database

——

Alionment

Figura 35 — Botao From Database da janela principal do AutoModel. Este botdo permite
o AutoModel busque por candidatos a proteinas-molde. Estes candidatos
serdo exibidos na janela Selecting a template protein.

A janela Selecting a template protein ird aparecer na tela (figura [36):

Nesta janela ao topo estara a sequencia carregada pelo usuario e abaixo da
sequencia existira uma lista de até 10 templates onde o usuario devera escolher uma,
utilizando como base as informacdes contidas do lado esquerdo da janela e através
do botéo [?]. Abaixo da lista de templates é exibida a estrutura primaria do template
selecionado.

Ao término da escolha de template pressionasse o botdo OK para continuar a
modelagem.
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F33LIMLLAGNRAT TCYAIRLUYLY ALY ILL L VIVUNIIC SMYALL [ YA 1T TRCON RV YLV LUNUT VL TERRL
GHRAWDILEHRGFTSAASPTKAAIQHMKAWLFGTAPGEVLSMGIPVPEGNPYGIKPGVVFSFPCNVDKEGKIHVY
EGFKVNDWLREKLDFTEKDLFHEKEIALNHLAQGG*

@ 1bdmal?l ) smdhal?l ) 1bspaA [21 O 1civa 21 O 7mdhal?l
O 1smkalZl ©1yeja 1 O 1ursAa 71 O 1lida [21 O 1pzgA [21

Selected Template: >P1;1bdmA
structure: 1bhdmA: 1: ¢ 310: :::-1.00:-1.00

A|IOI’|ment AN AL TAARCATAVEL | FRTAASFI FRAMITE AL CTRAAUMFAT FAAMF FRSATDE L A5 FATRARM?

Figura 36 — Detalhe da janela Selecting a template protein exibindo os candidatos a
proteinas molde.

A.5.2 Escolhendo a proteina-molde através de um arquivo:

Esse método é utilizado quando se conhece o template e sua estrutura esta

armazenada em um arquivo no formato PDB.
No AutoModel para carregar a proteina template devemos clicar no botao From

PDB File da se¢do Select Template (figura [37).

AutoModel
Loading Target Sequence and Template Selection
Select Target Sequence
From | Amp/tmpESA4IS3 | | open Preliminary
Fasta File ; ’ Alignment (PIR)
Enter the sequence manually Preliminary

Alignment (PAP):
Select Template

Preliminary
Alignment (PRF):
. From PDB File
Database Template
Selected (PDB):
™

Figura 37 — Botao From PDB File que permite o usuario utilizar uma proteina-molde de
um arquivo PDB

E na janela Select a file in PDB format (figura [38]) seleciona-se o arquivo PDB
que contém a proteina que sera utilizada como molde na modelagem e pressiona-se
Open .
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tormato PAP:

|"' Escolha um arquive no formato PDB 2 @ Qs

£ < [3 jorgehf B Desktop < Fasta ' evaluate

Places MName v | Size Modified
&b Search 1bdm.pdb 250.7 KB 03/30/2011

@ Recently Used ldgw.pdb 168.9 KB 04/28/2011
5 jorgehf 1uij.pdb 343.2 KB 04/07/2011

- DeSktOp ap 0.6 KB ]

[ File System seq.ali.B99990001.pdb 275.8 KB 04/28/2011
disk seq.ali.B99990004, pdb 279.2 KB 11:08

® Files (* pdb) %

Figura 38 — Janela Select a file in PDB format que permite o usuario selecionar um
arquivo PDB que contém uma proteina-molde.

A.6 MODIFICANDO A PROTEINA-MOLDE ESCOLHIDA:

Apds a escolha de Template podemos fazer altera¢des nele antes de fazer o
alinhamento.

Para isso, pressionamos o botao Edit Template, onde abrira a janela Selecting
Chains and Heteroatoms (figura [39).

-

Selecting Chains and Heteroatoms

Select the chains and heteroatoms
o be used in alignment:

Chain Chain A Chain B Chain C
B A B MG
B [E) HOH
C
© Monomer Dimer
Trimer Tetramer Cancel Ok

Figura 39 — Janela de edi¢ao de proteina-molde: Edit Template

Nessa janela o usuario pode escolher quais cadeias de proteinas irdo se
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utilizadas na modelagem, assim como seus respectivos heteroatomos. Também é
possivel escolher que a sequencia do usuario sera modelada como mondémero, dimero,
trimero ou tetramero.

A.7 ALINHAMENTO DA SEQUENCIA COM O TEMPLATE

Depois de escolhido a proteina que servira como molde na modelagem, é
necessario fazer o alinhamento entre a sequencia do usuario e a estrutura primaria do
template.

Esse alinhamento é necessario para que os métodos utilizados na modelagem
sejam capazes de localizar a posicado cartesiana da maior quantidade possiveis de
atomos. Na modelagem a montagem da cadeia principal da proteina do usuério deve
possuir o mesmo amoldamento da cadeia principal da proteina template.

No alinhamento € possivel distinguir as regides que estao estruturalmente con-
servadas das regides variaveis. As regides conservadas sdo as regides que possuem
alta similaridade entre as proteinas. As regides variaveis foram as regiées onde nao foi
encontrado um correspondente estrutural com a sequencia-molde.

No AutoModel para fazer o alinhamento basta pressionar o botao Align na
secao Alignment (figura[40).

Alignment
Template Selected (Pl

Fast
Alignment

Edit Template Alignment (PIR):

Figura 40 — Botao Align na janela principal do AutoModel.

A.8 FAZENDO UM ALINHAMENTO RAPIDO

Com o AutoModel vocé pode fazer um alinhamento rapido, sem se preocupar
com os passos anteriores. Este tipo de alinhamento é util quando o usuario tem uma
sequéncia e a proteina que sera usado como molde.

Para fazer o alinhamento rapido basta clicar em Fast Alignment (figura [41):

Na janela Sequence Alignment (figura[42) escolher a sequencia do usuério e a
proteina-molde pressionando seus respectivos botdes Open.

E no fim pressionar o botdo OK (figura[43).
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Alignment

Fast

Alignment

Figura 41 — Botao Fast Alignment na janela principal do AutoMOdel.

Alinhar sequencia

To make the alignment is necessary of the user sequence in FASTA format
and the templﬁte protein in PDB format.

Target Seq.: [ | | Open...
PDB: | | | Open...
| Cancel | oK

Figura 42 — Janela Sequence Alignment do AutoModel Client.

Alinhar sequencia

To make the alignment is necessary of the user sequence in FASTA format
and the templﬁte protein in PDB format.

Target Seq.: | || Open...
PDB: | || Open...

N ——

Figura 43 — Apoés selecionar a sequencia alvo e a proteina molde, clica-se no botdo OK

A.9 MODIFICANDO OS HETEROATOMOS DO ALINHA-
MENTO

No AutoModel é possivel modificar os Heteroatomos do alinhamento antes de
criar os modelos tridimensionais. Para isso, basta-se clicar no botdo Change Heteroa-
toms da segé@o Modeling (figura[44), onde seré aberta a janela Changing Heteroatom.

Nessa Janela é possivel alterar os heteroatomos de cada cadeia ou dominio por
outro de mesma familia através de menus suspensos. A mudanga desses heteroatomos
altera a forma que o AutoModel os tratam durante a modelagem.



57

Modeling
Template Selected (PDB):
H fhan%e Model
Eteroatoms Alingment (PIR):
Fast Modeling
Refine Loops Save Results

Obtained Model:

Figura 44 — Botao Change Heteroatoms na secao Modeling do AutoModel Client.

A.10 FAZENDO A MODELAGEM DO ALINHAMENTO

Apoés o alinhamento devemos instruir o AutoModel a fazer a modelagem dele.
O que o AutoModel vai fazer nessa etapa € pegar os dados gerados pelo alinha-
mento e criar um arquivo onde contém a posicao cartesiana de cada aminoacido ou
heteroatomo.

Para fazer a modelagem basta clicar no botdo Model/ (figura[45). Serdo gerados
5 modelos e o melhor modelo sera apresentado.

Modeling
Template Selected (PDB):
Change
e Alingment (PIR):
Fast Modeling
Refine Loops Save Results

Obtained Model:

Figura 45 — Botao Model na secao Modeling do AutoModel Client.

A.11  FAZENDO UMA MODELAGEM RAPIDA

Assim como o Alinhamento o AutoModel é capaz de fazer uma modelagem
rapida, sem que o usuario tenha que se preocupar os passos anteriores. Para fazer
essa modelagem é necessario que o usuario tenha o arquivo com a proteina-molde da
proteina que serd modelada e o arquivo do alinhamento da sequencia do usuario com
a proteina-molde.

Para fazer a modelagem rapida, basta o usuario pressionar o botdo de Fast
Modeling na se¢do Modeling (figura [46).

Na janela Template Modeling escolher o arquivo PDB da proteina-molde e
o alinhamento da sequencia do usudrio com a proteina-molde pressionando seus
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Modeling
Template Selected (PDB):
H fhange Model
Eteroatoms I | Alingment (PIR):
|
Fast Modeling
Refine Loops Save Results
| Il i Obtained Model:

Figura 46 — Botao de Fast Modeling da secao Modeling.

respectivos botdes Open (figura [47).

-

Modelar Template

To make modelling is ﬁcessaw of Template in the PDB format and of
alignment file. 3

oa | e
Alingment: | | w

| Cancel | | Ok |

Figura 47 — Janela Template Modeling do AutoModel Client. Utilizando os botées Open

0 usuario pode selecionar a proteina molde (PDB) e o alinhamento para
realizar uma modelagem rapida.

E no fim pressionar o botdo OK.

A.12 VISUALIZANDO E SALVANDO OS RESULTADOS

Ao término da modelagem, o usuario devera clicar no botdo open de Obtaneid
Model para poder visualizar o modelo gerado (figura [48).

Modeling

Template Selected (PDB): [ftmprtmpqujZYﬂ uik.pdb ] | Open
Hett:ehri:g;ms iods
I I | Alingment (PIR): [ tmprmpxurizysaliali | | Open

Fast Modeling

\ J
Refine Loops Save Results

| Il | JEETTE T | fimp/tmpxuFizY/seqaliBLOD0S0001.pdb
/ T —

Figura 48 — Bot&o utilizado para visualizar o modelo gerado pelo AutoModel.

O modelo serd apresentado usando o aplicativo VMD (figura [49).
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Figura 49 — Software VMD exibindo um modelo gerado pelo AutoModel.

A.13 VALIDANDO O MODELO GERADO

Validar o modelo gerado é uma etapa muito importante que pode ser executado
em diferentes niveis estruturais do modelo. A qualidade do empacotamento global da
proteina, erros estruturais e parametros estereoquimicos devem ser avaliados.

O modelo de uma proteina deve ter uma boa qualidade em sua estrutura ter-
ciaria (tridimensional). Isso depende de varios fatores como a proteina escolhida como
molde o alinhamento gerado e etc. Também deve-se verificar se existem regides com
diferengas conformacionais ndo explicadas entre os elementos de estrutura secundaria
(regides conservadas) das estruturas-molde e da estrutura—modelada. No AutoModel
pode-se validar o modelo de duas maneiras:

i. Através do score de energia DOPE;

ii. Através da analise dos relatérios gerados pelo programa PROCHECK;

A.13.1 Validando através do score de energia DOPE

No AutoModel 0.5 a validacao é feita automaticamente apds a modelagem,
sendo exibida assim o grafico de escore de energia DOPE. No entanto, é possivel
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visualizar este grafico, também, clicando no botdo Open do campo DOPE Score (figuras
50 e [51).
Evaluate seq.ali.B99990002.pdb

Compare DOPE Score: [!tmpftmpquszdupe _profile_loop.png ] g Open >
Models

Evaluate

Figura 50 — Botdo Open do campo DOPE Score, utilizado para visualizar o grafico de
energia DOPE.

| ol W e LR I N Pl F Rl = Bl ittt o T = i
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Figura 51 — Grafico de escore DOPE gerado pelo AutoModel.

A.13.2 Validando através do programa PROCHECK.

O PROCHECK(®) é um programa que gera varias informagdes estatisticas do
modelo gerado.

Para acessar os relatérios gerados pelo PROCHECK basta clicar no botao
Evaluate na secgéo Evaluate (figura[52).

Isso criard uma pasta com varios relatérios sobre a modelagem (figura [53).
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Evaluate seq.ali.B99990002.pdb

Compare DOPE Score: [ftmpftmpquszdupe _profile_loop.png ] | Open |
Models

/

Figura 52 — Botao Evaluate na secdo Evaluate
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Figura 53 — Ramachandran Plot, um dos relatérios gerado pelo AutoModel, utilizando o
Procheck.

A.14 REFINANDO O MODELO GERADO

Muitas vezes na etapa de validacao é verificado que em algumas regides do
modelo gerado a qualidade esta muito ruim. Essas regides mal modeladas normalmente
compreendem as regides de loops. O AutoModel possui uma opcao que permite
remodelar estas regides. Para aciona-la basta clicar no botdo Refine Loops da segéao
Modeling (figura [54):

Ap6s clicar neste botéo sera aberta a seguinte janela (figura [55):

Nesta janela € possivel delimitar a regiao (loop) na qual se deseja refinar (figura
o6).

Ao final basta pressionar o botdo Ok para que se inicie o refinamento. Ao
termino do refinamento sera gerado um novo modelo que ficara acessivel no campo
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Figura 54 — Botao Refine Loops da secao Modeling
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Figura 55 — Janela Loop Refinement do AutoModel Client.
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Figura 56 — Os campos Start Residue e End Residue devem ser utilizados para delimi-
tar a regido de loop que sera remodelado

Obtained Model (figura[57).

D | mphmpXuFizY/seq.aliBLO0050001.pdb v | Open |

Figura 57 — Campo Obtained Model para acesso do modelo gerado apds o refinamento
de loops.

Apoés o refinamento da regido de loop é possivel visualizar a qualidade do novo
modelo gerado através do botdo Compare Models na janela principal (figura [58).
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Figura 58 — O botdo Compare Models exibe um grafico para a comparagao entre os
modelos gerados e a proteina molde utilizada.

Apés uns instantes sera exibido na tela um grafico com o calculo do escore
DOPE para cada residuo similar ao da etapa de validagao (figura 59):
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g |
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Figura 59 — Grafico com o escore DOPE por residuo da proteina-molde, modelo gerado
e modelo com /loop refinado

A.15 REINICIANDO A MODELAGEM

A qualquer momento a modelagem pode ser reiniciada com a utilizagdo do
botdo Reset (figura [60).
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Figura 60 — Botdo Reset na janela principal do AutoModel Client.

A.16 ABRINDO A PASTA DE MODELAGEM

Para acessar os arquivos gerados durante a modelagem, basta clicar no botao
Work Directory da segao Tools (figura [67).

Tools
=
‘."'"“rk Reset m
Directory "1

Figura 61 — Botao Work Directory da se¢ao Tools na janela principal do AutoModel
Client.
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