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Resumo

O objetivo deste trabalho é fazer um estudo crítico das várias etapas do processo de modelagem comparativa, usando como base o MODELLER, empregando duas abordagens:

· Teórica: estudando os principais artigos relacionados com a sua fundamentação teórica, e

· Prática: analisando o desempenho do método em seqüências de diferentes características estruturais, nas diversas etapas de processo.

Procuraremos identificar as deficiências mais relevantes ou partes específicas do processo que possam ser melhoradas, assim como caracterizar que tipo de estrutura apresenta maior tendência a erros pelo método, com vistas a melhorá-lo num trabalho futuro. 
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1. Motivação

A Biologia vem, nos últimos tempos, dando origem a uma grande quantidade de dados nos mais diversos formatos, sendo a área de Genética uma das principais responsáveis por isso, notadamente com as técnicas de seqüenciamento de genoma, que consiste na obtenção da cadeia de DNA de um certo organismo. Mas, para que se façam úteis, é preciso extrair o conhecimento dos dados, através de um processamento rápido, eficiente e flexível, e isto está aquém das capacidades humanas. 

Por sua vez, a Informática apresenta uma grande capacidade de armazenamento e processamento de dados, técnicas para a extração de conhecimento, além de diversas linguagens de programação, que permitam a flexibilidade na escolha de acordo com os objetivos do programa. Isso faz com que os limites da Informática e da Biologia se aproximem, formando uma parte da Bioinformática, uma área multi-disciplinar que influencia e usa, além da informática e biologia, os ramos da biotecnologia, da medicina, da estatística, da matemática, a fim de entender os mistérios da vida e da evolução, assim como solucionar alguns problemas.

A partir da seqüência de DNA, podemos obter as seqüências de proteínas expressas pelo organismo, as quais podem ser utilizadas na descoberta de sua estrutura 3D. Estas, por sua vez, estão associadas diretamente a função da proteína. Isso torna a busca das estruturas das proteínas uma das partes da Bioinformática de grande destaque e é o tema deste documento.

2. Objetivo

Modelagem de proteínas, ou seja, a obtenção da estrutura 3D a partir da seqüência, é uma tarefa complexa e computacionalmente elaborada, ou seja, trabalhosa, cujos algoritmos utilizados são custosos, em termos de tempo e espaço. Além disso, a utilização desta técnica envolve o conhecimento de diversos conceitos biológicos e computacionais. A aprendizagem e entendimento do processo de modelagem comparativa da estrutura 3D da proteína, tanto num nível teórico como prático, conhecendo suas várias etapas e os principais processos por ele utilizado, são portanto o objetivo do atual trabalho.

Esse documento se inicia com uma introdução aos principais conceitos e idéias relacionadas ao método na Seção 3.  Dando continuidade, a Seção 4 tem uma melhor descrição da modelagem comparativa. Com essa base, parte-se para a utilização da ferramenta Modeller, seção 5, acompanhando todas as etapas da modelagem a partir de exemplos práticos com algumas seqüências de proteínas. Durante essas execuções estaremos procurando por passos do processo que apresentem possibilidade de melhora, além de comparar a ferramenta com as outras metodologias de modelagem. Esses resultados se encontram na seção 6.

3. O Ambiente da Aplicação

- Proteína -
As proteínas [KC99] são as macro-moléculas mais abundantes encontradas na célula, constituídas por cadeias de polipeptídeos, construídas a partir dos genes. Cada gene gera uma cadeia polipeptídica. É a teoria de que um gene da origem a apenas uma única cadeia de polipeptídeo. Cada cadeia é formada por um conjunto de tamanho variado de sub-unidades denominadas de aminoácidos (ver Figura I). Existem 20 tipos diferentes de aminoácidos na natureza.
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São quatro as formas conhecidas da estrutura das proteínas [Proteomics, JCCC] (ver figura II):

· Primária: leitura linear dos aminoácidos;

· Secundária: refere-se aos dobramentos da cadeia de aminoácidos, incluindo principalmente hélices e folhas;

· Terciária: é toda a estrutura de dobramentos da cadeia polipeptídica, incluindo os loops, e as interações entre os aminoácidos e as cadeias laterais;

· Quaternária: quando a proteína apresenta mais de uma cadeia polipeptídica (como se fossem várias estruturas terciárias juntas); a hemoglobina do sangue humano é um exemplo.

As proteínas atuam em diversas áreas das células, de acordo com suas funcionalidades, por exemplo: transporte, catalisação, regulação, defesa, organização arquitetônicas das células e dos tecidos. Tais funções são intrinsecamente determinadas pelas estruturas 3D.
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- Contextualizando o problema de predição de proteínas -

Com um amplo conhecimento e domínio do processo de seqüenciamento, o qual pode ser considerado rápido, simples e acessível, um dos maiores objetivos da Bioinformática atualmente é o de relacionar a seqüência de aminoácidos com a estrutura da proteína. A importância disso pode ser avaliada a partir das aplicações dos modelos 3D. Algumas são [UCL]:

· Planejar experimentos,

· Associar as funcionalidades de uma proteína,

· Uso durante o projeto de formulação de novas drogas.

Iniciada por volta dos anos 70 com soluções mais experimentais, a modelagem de proteínas tomou outro rumo a partir dos anos 80, com a introdução de métodos práticos, que eram mais rápidos, apesar de menos precisos. No começo dessa nova fase, o processo era manual, com o uso de terminais gráficos, evoluindo para aplicações com algoritmos automáticos, surgindo então a modelagem comparativa, tema desse trabalho. No final dos anos 80, o processo de modelagem comparativa era solucionado por corpos rígidos, sendo em seguida criada uma nova , por satisfação das restrições espaciais, proposto em 1990 por Andrej Šali et al. [SOJ+90]. Mais técnicas foram apresentadas nos anos seguintes, algumas para predizer toda a estrutura, outras preocupadas apenas com partes (loops, cadeias laterais).

Contudo, o processo de modelagem não é tão simples. Como acabamos de ver, muitas soluções têm sido propostas, mas estas ainda não atingiram um estado ideal, e são vários os problemas dos métodos: lentidão, uma vez que o processo de obtenção da estrutura pode durar dias, baixa qualidade de resposta, uso apenas em casos muito específicos. Para se ter uma idéia da dificuldade da modelagem, a cada sete seqüências do banco de dados Swiss-Prot [Swiss] apenas uma tem sua estrutura 3D conhecida no Protein Data Bank [PDB] [Mou01].

- Formas de atacar o problema -

A fim de atingir uma resposta aceitável para o problema de modelagem, utilizam-se várias técnicas, as quais podem ser classificadas com base na informação predominante usada nos cálculos [SB93]:

· Método experimental: inclui cristalografia de raios-X e técnicas de ressonância nuclear magnética.

· Aplicações teóricas: divide-se em métodos físicos, os quais se baseiam na interação entre átomos, incluindo dinâmica molecular e minimização de energia, e em métodos empíricos, que dependem de estruturas de proteínas que já foram determinadas.

Os métodos experimentais são caros e lentos, podendo durar até um ano de projeto. Dentre os métodos físicos, o mais conhecido é chamado de ab initio, enquanto como representantes do empírico temos o método de modelagem por homologia e o threading. A seguir temos uma rápida definição deles [BS00, Pil02]:

· Ab initio: com base na teoria termodinâmica de Anfinsens [Thermodynamic], esse método busca a estrutura com a menor energia, mínimo global, a partir da otimização global, ou minimização global, de uma função de energia potencial. Pode ser feito em três passos: busca do mínimo global em uma representação simplificada da seqüência, conversão da estrutura de menor energia para uma representação com todos os átomos e busca da conformação de menor energia da nova representação.

· Homologia: encontra a estrutura de uma proteína a partir de outras estruturas conhecidas, explorando, através de alinhamentos entre as seqüências, o fato de que proteínas com seqüências similares apresentam estruturas similares. As estruturas conhecidas são obtidas num banco de dados, por exemplo, o PDB. O método será detalhado na próxima seção.

· Threading ou reconhecimento de dobramentos: semelhante ao processo de modelagem por homologia, a diferença é que não trabalha a toda a estrutura de uma proteína, e sim com partes dela, utilizando para isso bibliotecas de dobramentos.

Numa rápida comparação, temos que os métodos experimentais apresentam a maior precisão (0,3-0,5Å) na modelagem, enquanto que os métodos físicos são os piores (em torno de 3,5 Å). A metodologia por homologia se encontra numa posição intermediária (cerca de 1Å) [SB93].

- Homologia entre proteínas da mesma família -

Inicialmente vamos definir os dois principais conceitos desse tópico: homologia e família de proteína. O primeiro refere-se a componentes similares em dois organismos que podem ser atribuídos a um ancestral comum dos dois organismos durante a evolução, evolução histórica comum ou origem evolucionária comum. Homologia não é medida, é um booleano: ou os componentes são homólogos ou não são [HT00]. Seqüências homólogas ainda podem ser classificadas em outros três tipos [BO01, Jen01]:

· Ortólogas: geradas por especialização a partir da divergência do gen de um ancestral comum. Apresentam 60-80% de identidade no alinhamento e tendem a ter função similar.

· Parálogas: originadas por duplicação do gen que depois divergiu. Tendem a ter função diferente.

· Xenólogas: transferência horizontal de gene [Transfer] entre dois organismos. Tendem a ter função similar.

Para família de proteínas temos duas possíveis definições [Wyoming]:

· Contexto estrutura: similaridade estrutural, mas não necessariamente similaridade no nível de seqüência.

· Contexto seqüência: grupo de proteínas com funções similares, com 50% de identidade quando alinhadas.

Uma definição mais simples seria que famílias de proteínas são conjuntos de proteínas homólogas, e esses conjuntos não apresentam sobreposição entre si.

4. Abordagem por homologia

A idéia central dessa metodologia é obter o modelo de uma proteína de estrutura desconhecida a partir de proteínas com estrutura conhecida (templates), que se encontram em banco de dados [MSF+00]. O que torna essa abordagem plausível é o fato que proteínas com seqüências similares apresentam uma configuração 3D também similar e, em alguns casos, proteínas com seqüências diferentes podem ter estrutura semelhante (a estrutura é mais conservada de que a seqüência). Além disso, alguns fatos contribuem para uma associação cada vez mais precisa entre as proteínas, tais como: a quantidade de possíveis configurações, dobramentos adotados pela proteína é limitada, o número de família de proteínas tende a não passar de 1.000 [Mou01, HT00], e o número de novas estruturas de proteínas conhecidas vem crescendo, graças aos diversos trabalhos de várias equipes espalhadas pelo mundo. Para se ter idéia do poder desse método, é possível predizer 1/3 de todas as seqüências de proteínas, algo em torno de 150.000 (hoje, aproximadamente, apenas 12.500 proteínas estão cadastradas no PDB).

Existem três caminhos para a modelagem comparativa [UCL]:

· Método manual: fragmentos das estruturas modelos são unidos, usando gráficos moleculares interativos, normalmente através da minimização de energia;

· Método de modelagem por energia: busca conformacional que explora todas as possíveis configurações de um segmento de proteína ou o uso de técnicas de mecânica molecular, por satisfação das restrições, escolhendo a estrutura que gasta menos energia;

· Métodos automáticos baseados no conhecimento: técnicas automáticas, similares ao método manual.

Vamos trabalhar com o método de modelagem por energia, já que esse é o utilizado pela ferramenta Modeller [Modeller]. Ele consiste em 4 passos [MSF+00]:

· Busca dos dobramentos e seleção do template: identificar todas as proteínas de estrutura conhecidas relacionadas com a seqüência alvo. Num primeiro estágio, com técnicas de alinhamento entre seqüências (comparação entre pares e comparação múltipla) e entre seqüência e estrutura, usamos bases de dados de estruturas, tais como PDB [PDB], SCOP [SCOP], DALI [DALI] e o CATH [CATH], para procurar pelas proteínas relacionadas. Em seguida, fazemos uma seleção daquelas proteínas que serão utilizadas na modelagem, ou seja, os templates. Os critérios de escolha variam de acordo com as informações conhecidas dos templates e da seqüência alvo.

· Alinhamento alvo-template: construir o alinhamento ótimo entre a seqüência alvo e a estrutura do template, principalmente através de algoritmos de programação dinâmica. É preciso ter bastante atenção nessa fase, já que muitos erros de modelagem ocorrerem devido a equívocos de alinhamento. O uso de conhecimentos sobre as estruturas secundárias das seqüências e alterações manuais no alinhamento pode ajudar essa tarefa.

· Construção do modelo: construir, através de técnicas como montagem por corpos rígidos, reconstrução de coordenada e satisfação das restrições espaciais, o modelo da seqüência alvo a partir do alinhamento obtido no passo anterior. Para melhores resultados, seria interessante que a técnica utilizada permitisse que recalculassem o modelo de forma rápida e que inserisse conhecimentos sobre a seqüência alvo. A modelagem dos loops [FDS00] e das cadeias laterais pode receber um tratamento diferenciado.

· Avaliação do modelo: verificar o quanto a modelagem está precisa. Tal avaliação pode ser feita dos seguintes modos: pela similaridade entre os dobramentos dos templates e do modelo, e entre as seqüências templates e alvo; por fatores estereoquímicos; e por características espaciais. A importância de conhecer a qualidade do modelo se deve ao fato que o tipo de informação a ser retirada da nova estrutura depende do nível de precisão. Por exemplo: com identidade das seqüências alvo e templates abaixo de 30%, baixa precisão, o modelo serve para predizer funções bioquímicas; entre 30-50%, média precisão, prediz funcionalidades importantes da seqüência alvo; e acima de 50%, alta precisão, pode ser usada para o docking. Caso não se tenha um modelo muito bom, retorna-se ao início, selecionar novas proteínas e novos templates, e recomeçar o ciclo.

Os principais problemas da modelagem por homologia baseada na energia metodologia ocorrem nas cadeias laterais e quando há regiões sem templates, regiões mal alinhadas ou uma escolha incorreta dos templates. As cadeias laterais apresentam conformação variável, mesmo para seqüências idênticas, enquanto os demais apresentam pouca incidência quando a seqüência alvo e a template têm similaridade maior que 40%.

5. A ferramenta

Existem vários programas disponíveis na internet que propõe a modelagem das estruturas das proteínas pela metodologia da homologia. A escolhida para o trabalho foi o Modeller [Modeller], pois além de ser gratuita, é um das mais conhecidas e utilizadas nos laboratórios de construção de modelos. 

A ferramenta foi desenvolvida em FORTRAN 90 para predição da estrutura tridimensional dos átomos não-hidrogênios de uma proteína através da metodologia de modelagem por comparação ou homologia, usando restrições dos limites espaciais. Ela também permite outras aplicações, tais como: comparação de seqüências e estruturas, clustering de proteínas e busca em base de dados de seqüência. Um bom material de avaliação da ferramenta pode ser encontrado em [SPY+95].

- Etapas -

Assim como a modelagem por homologia apresenta diferentes fases, o Modeller também é dividido em vários passos, de acordo com as etapas descritas na seção anterior. 

· Busca das estruturas e seqüências relacionadas com a seqüência alvo;

· Alinhamento múltiplo;

· Melhorando o alinhamento;

· Selecionando os templates;

· Construindo o modelo;

· Avaliando os modelos;

· Repetindo o ciclo.

Cada um deles é listado abaixo, seguido de uma breve explanação dos algoritmos aplicados, dos formatos de entrada e das saídas esperadas. 

Busca das estruturas e seqüências: esse passo consiste em, a partir de uma base de dados de estruturas, fazer a busca das seqüências que apresentam similaridade com a seqüência alvo. Uma pontuação, que pode ser calculada de três formas distintas, define o grau de similaridade. A base de dados é formada por um subconjunto representativo do PDB, onde estão presentes seqüências com menos de 40% de identidade entre si. São cerca de 3.000 estruturas, que dão origem a aproximadamente 16.000 seqüências. Para essa ferramenta, o comando SEQUENCE_SEARCH faz esse trabalho, baseado no algoritmo de programação dinâmica de alinhamento de seqüência de Needleman & Wunsch [NW70]. A entrada é um arquivo texto contento a seqüência alvo no formato PIR [PIR] e a saída é outro arquivo texto, com os alinhamentos e respectivas pontuações.

Alinhamento múltiplo: a partir das proteínas selecionadas no passo anterior um alinhamento múltiplo entre as seqüências e estruturas é realizado. É importante salientar que a seqüência alvo não participa desta etapa. Em alguns casos o alinhamento deve ser editado manualmente para otimizar sua qualidade. Nessa fase, quatro comandos podem ser trabalhados:

· MALIGN3: alinhamento múltiplo entre estruturas. Tem como entrada os arquivos que indicam as estruturas e como saída um outro arquivo com os alinhamentos. De maneira resumida, o algoritmo funciona da seguinte forma: a primeira estrutura é dita como o primeiro framework; em seguida, todas as estruturas são ajustadas no framework, obtendo o framework do ciclo atual. O alinhamento final corresponde aos resíduos comuns a todas as estruturas, incluindo o framework. Dando continuidade, um alinhamento múltiplo é construído: alinha a primeira e segunda estrutura, e depois alinha-se o resultado com a terceira estrutura. Tal procedimento é repetido até não restarem mais seqüências. Esse resultado é utilizado para obter um novo framework e um novo alinhamento final. Esse ciclo é realizado diversas vezes até que não aja mais alteração no alinhamento final.
· MALIGN: alinhamento múltiplo de seqüências. A entrada consiste num arquivo contendo as seqüências, e a saída é um arquivo que contem os alinhamentos. O algoritmo executa o alinhamento da primeira e segunda seqüências do arquivo de entrada. Em seguida a terceira seqüência é alinhada com o alinhamento resultante entre as duas primeiras. O processo acaba quando não restarem mais seqüências no arquivo de entrada.
· ALIGN: alinhamento entre dois blocos seqüências.
· ALIGN2D: alinhamento entre um bloco de seqüência e um bloco de estrutura.
Melhorando o alinhamento: o objetivo dessa etapa é melhorar o alinhamento obtido no passo anterior, e pode ser feito de duas formas: manual ou automática, ambos utilizam os alinhamentos múltiplos resultantes do MALIGN3. No processo manual, através de uma análise visual, determinamos regiões mais estáveis/variáveis e gaps que podem ser excluídos ou movidos. No processo automático, o comando CHECK_ALIGNMENT é executado. Tal processo envolve dois passos: o primeiro calcula a distância entre os Carbonos-alphas equivalentes de cada par de estruturas que foi alinhada; o segundo calcula a distância entre dois átomos consecutivos de Carbono-alpha da seqüência alvo com os átomos correspondentes em cada uma das estruturas selecionadas. Um arquivo de saída indica quais os pares estão muito afastados.

Selecionando os templates: nesta fase decide-se, a partir de um agrupamento criado por árvores “evolucionárias” (DENDOGRAM) ou pela técnica de componentes principais (PRINCIPAL_COMPONENTS) [PrCm], quais estruturas poderão ser usadas realmente no processo de modelagem, ou seja, os templates. A entrada para esses comandos é uma matriz de distância dos alinhamentos dos pares das seqüências no formato PHYLIP [Format], criada pelo comando ID_TABLE ou COMPARE_SEQUENCES.

Antes do próximo passo, um alinhamento ótimo entre as seqüências templates e a alvo é realizado, com a execução do comando ALIGN2D.
Construindo o modelo: calcula as restrições espaciais [SB93] a partir dos alinhamentos já conhecidos e expressa esses valores com função de probabilidade de densidade [PDF]. Juntamente com o programa CHARMm (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) [CHARMm], obtém propriedades estereoquímicas, que combinadas, formam uma função objetivo [NIST, Ls11]. Para a construção do modelo são realizadas otimizações na função, usando as técnicas de gradiente conjugado [She94] e simulated annealing [NPAC] com dinâmica molecular [EMBnet]. Uma rotina, denominada de ‘model’, executa tudo isso.

Avaliando os modelos: para saber se os modelos são aceitáveis, têm-se as avaliações internas e externas. As primeiras são baseadas nas restrições, principalmente as estereoquímicas. O comando ENERGY registra as violações num arquivo texto. As externas são feitas por outros programas, alguns relacionados às qualidades estereoquímicas [ProCheck], outros com função de energia [EEF1] e ainda aqueles que realizam testes do profile 3D [PROSAII]. Para este último, não há um consenso da validade da utilização na detecção de erros.

Repetindo o ciclo: Esse ciclo pode ser repetido até que o modelo seja bom o suficiente, ou nenhuma melhora a mais seja possível.

- Prática -


No desenvolvimento desse trabalho, nos preocupamos em realizar algumas execuções da ferramenta Modeller, a fim de termos uma idéia do seu comportamento nas diversas etapas, e com proteínas de estruturas diferentes, além de nos proporcionar uma maior interação com o programa. Os testes foram realizados de duas formas: na primeira, modelamos uma mesma proteína quatro vezes, variando a quantidade de seqüências homólogas e o grau de similaridade. Na segunda, modelamos uma proteína usando exclusivamente o Modeller para todas as etapas.

Para executar o programa usamos um Pentium III XEON, com 2 Megabytes de memória cache e 4 Gigabytes de memória RAM.

A seguir vamos esclarecer os passos do primeiro teste realizado, indicando os códigos executados e as outras ferramentas utilizadas. Em seguida, mostramos a proteína modelada e os resultados obtidos, com uma breve comparação entre eles.

Passos realizados:
· Seleção das seqüências a serem modeladas: escolhemos uma proteína que já apresentava sua estrutura no PDB, assim poderíamos comparar nossas respostas com um modelo correto. A escolhida foi 1fdn, uma ferridoxina.

· Busca das proteínas homólogas: varremos o PDB com a intenção de obter algumas seqüências que apresentassem similaridade com a proteína selecionada no passo anterior. Nessa tarefa, usamos o alinhamento múltiplo de seqüência em três interações com o programa PSI-BLAST [PSI-BLAST]. 

· Seleção das seqüências: de acordo com o objetivo de cada execução, escolhíamos proteínas com diferentes graus de similaridade, e, quando possível, em diferentes posições de alinhamento.

· Construir os arquivos para a execução: para construir a nova estrutura, o Modeller precisa de dois arquivos: um, no formato PIR, que indica os resíduos de cada proteína que são utilizados (alignment.seg) e o outro que tem os comandos para a construção do modelo (model_default.top). Um exemplo de cada um deles é mostrado a seguir.
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· Criar as imagens da figura: vários são os programas que permitem criar as imagens 3D das proteínas. No nosso projeto usamos o MultGIF [MultGIF].

Resultados obtidos: como foi dito anteriormente, quatro modelos de uma mesma proteína foram construídos. Abaixo estão os resultados referentes ao tempo gasto e as violações cometidas.

· Duas seqüências com mais de 40% de similaridade: o tempo gasto foi em torno de 55 segundos e violou apenas 17 restrições.

· Quatro seqüências apresentando entre 25% e 40% de similaridade: com um tempo de 49 segundos, teve o segundo melhor resultado, com 22 violações às restrições.

· Duas seqüências com 25% a 40% de similaridade: com o mesmo tempo gasto que a modelagem anterior, teve uma maior quantidade de violações (24 no total).

· Quatro seqüências com menos de 25%de similaridade: o Modeller não conseguiu construir nenhum modelo.

Para esses casos, uma simples análise visual é capaz de avaliar qual execução apresentou a melhor resposta. Os modelos construídos são mostrados a seguir, além da estrutura que encontramos no PDB. É fácil notar, na Figura III, que a estrutura (b) tem a melhor resposta, seguida pela (c), e por fim, a (d). Todos esses resultados já eram esperados pela teoria estudada, pois a modelagem com proteínas de alta similaridade tendem a ter o melhor alinhamento, assim como a utilização de mais seqüências como templates facilita a predição.

[image: image12.png]



Agora, para o segundo teste, vamos realmente fazer uma modelagem, como se estivéssemos no mundo real. Para tanto, escolhemos uma proteína da membrana da mitocôndria (MOM38), que, segundo estudos teóricos, apresenta dificuldade para a modelagem. Optamos por não usarmos uma proteína globular que não pertencesse a uma membrana por já existir um bom material referente a essa modelagem [SPY+95, RYS00]. Optamos por não indicar os passos, já que esses foram descritos no tópico de Etapas dessa seção.

A primeira fase, que busca estruturas semelhantes à seqüência alvo, durou quase cinco horas de execução e gerou, além dos alinhamentos, uma tabela (Tabela I) que nos permite selecionar as proteínas mais similares com a MOM38. 
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Para a seleção das proteínas, nos baseamos em [RYS00], que aconselha escolher aquelas em que a significância do alinhamento seja maior que seis (coluna SIGNI), e que a identidade das seqüências seja maior que 25%. (colunas %ID). As selecionadas foram: 1dmuA e 1by0.

Em seguida, o alinhamento entre essas estruturas foi construído, e como podemos constatar logo abaixo na Figura IV, as seqüências são muito pouco semelhantes, o que torna a construção do dendrograma desnecessária, já que este serveria apenas para determinarmos se as estruturas eram muito similares, e em caso positivo, excluirmos um delas. Assim, ambas foram selecionadas com templates.

Dando continuidade, um alinhamento entre as estruturas templates e a seqüência alvo é feito, a partir do comando. Construirmos os arquivos ‘alignment.seg’ e ‘model_default.top’como no exemplo anterior, e finalmente construímos os modelos.



6. Vantagens e Desvantagens

Com base nos estudos dos três principais métodos de modelagem (homologia, ab initio [Pil02] e threading [Ros96, HT00]), podemos estabelecer comparações entre os mesmos. A seguir, temos algumas delas numa visão teórica, já que o estudo prático proposto pelo projeto se restringia apenas à modelagem por comparação.

Modelagem comparativa: Apresenta uma precisão de menos de 1Å, melhor que o ab initio (3-6 Å). Um ponto ruim é sua dependência com banco de dados, especificamente o PDB, sendo obrigatória a utilização dos mesmos. Seqüências com menos de 25% de identidade de alinhamento com os templates apresentam uma predição com qualidade ruim. Regiões como loops e cadeias laterais são difíceis de serem modeladas por homologia: as primeiras, por serem estruturas bastante pequenas, sendo praticamente incapazes de fornecer informações locais sobre si mesma; e as outras, por nem sempre apresentar conservação da conformação com as estruturas homólogas. As proteínas da membrana também não são muito comportadas nessa metodologia.

Ab initio: Tem um melhor rendimento com seqüências pequenas, área em que os outros dois apresentam dificuldades. Também é o único a gerar novos dobramentos e não depende de comparação com outras seqüências. Mas nem tudo é perfeito: é mais lento que a modelagem comparativa e o threading, e a base principal é um problema NP-completo.

Threading: Muito semelhante à modelagem comparativa, tendo poucas diferenças a serem acrescentadas. Sua principal vantagem é a possibilidade de trabalhar com seqüências que apresentam pouca similaridade com os templates, pois na primeira fase, a busca de seqüências homólogas, esse método não procura por uma seqüência inteira que seja semelhante a alvo, e sim partes (dobramentos) que sejam similares a trechos da alvo.

Agora, focando especificamente nas soluções utilizadas pelo Modeller nas diferentes etapas da modelagem por homologia, vamos indicar as etapas que apresentam alguma deficiência. É importante ressaltar que a ferramenta tem mais de 10 anos de criação e existe uma equipe formada com profissionais em diversas áreas que trabalham diariamente com ela, tornando a busca por defeitos um trabalho bastante difícil.

Busca das estruturas e seqüências: no cálculo de uma das pontuações, a ferramenta usa uma distribuição Gaussiana, mas a escolha de uma distribuição de valores extremos seria mais indicada. Outro ponto é que a escolha das estruturas homólogas ainda é um processo manual.

Alinhamento múltiplo: quando proteínas com similaridade menor que 40% entre si são alinhadas, os resultados apresentam muitas regiões com erros e uma grande quantidade de gaps.

Melhorando o alinhamento e selecionando os templates: mesmo nas etapas automáticas, a escolha final dos alinhamentos e dos templates ainda é feita manualmente.

Construindo o modelo: as restrições dinâmicas (que são constantemente atualizadas no processo de otimização) são apenas aplicadas a pares de átomos. Outro ponto, o algoritmo usado não garante atingir a estrutura de menor energia.

Avaliando os modelos: um processo bastante manual, que deve contar com um bom conhecimento estereoquímico da proteína por parte do pesquisador. Além disso, é difícil distinguir a diferença entre modelos com erros nos alinhamentos e modelos construídos a partir de uma seleção errada dos templates. 

7. Conclusão

A análise do processo de conhecimento sobre a predição de estrutura da proteína pela metodologia de comparação e da ferramenta MODELLER, objetivos deste trabalho, foram adquirido. 

Sendo a modelagem um processo grande e complexo, um estudo aprofundado como esse foi necessário, uma vez que, apenas assim, teríamos condições de refletir quais etapas do processo podem ser atacadas e ter seus algoritmos básicos modificados e otimizados. Infelizmente não cobrimos a fundo os detalhes mais relacionados à matemática e estatística, pois o tempo não seria suficiente, mas um estudo abrangente dos principais conceitos que são citados ao longo do processo foi realizado, e todos eles apresentam referências bibliográficas para maiores detalhes, no caso de desejarmos realizar um estudo mais profundo de determinados blocos.

Quanto à modelagem por comparação, trata-se de um processo bastante trabalhado (cerca de 25 anos de pesquisa), com etapas, de uma maneira superficial, simples de serem entendidas, mas muito elaboradas quando descemos ao nível dos algoritmos. Para esse projeto focamos apenas na modelagem relacionada a restrições espaciais, já que era o utilizado pela ferramenta MODELLER. As outras duas (corpos rígidos e reconstrução de coordenada) são apenas citadas. Em termos práticos, essa metodologia vem crescendo muito em importância, e é estimado que dentro de 10 anos tenha-se uma estrutura conhecida para todos os tipos de dobramentos. Além disso, a quantidade de estruturas conhecidas pelos métodos experimentais cresce bastante a cada ano. Esses dois fatores facilitam a busca por estruturas que sejam homólogas a seqüência alvo, um ponto chave do processo.

Já o MODELLER, que pertence atualmente ao laboratório de Biofísica molecular Andrej Sali Lab, tem quase 15 anos de criação, possuindo diversas nuances e sendo constantemente revisado por grupos de pesquisa especializados, o que torna o conhecimento de todos os detalhes a ele relacionados uma tarefa complexa e fora do escopo deste trabalho. No entanto, a análise prática e teórica feita no desenvolvimento do projeto me deu condições de sentir como a modelagem por comparação pode ser feita de verdade, além de indicar quais outras áreas devemos incluir no estudo desse problema, tais como a matemática e estatística.

Cada etapa da ferramenta apresenta pontos que podem ser melhorados: a busca de seqüências, pode ser feita pelo Modeller através do algoritmo de programação dinâmica de alinhamento de seqüência de Needleman & Wunsch; os alinhamentos múltiplos que devem ser revisados para possíveis alterações manuais; a seleção dos templates, onde devemos tomar cuidado para não escolhermos estruturas muito semelhantes entre si, pois isto pode tornar a função objetivo tendenciosa; na construção do modelo, a seleção das restrições é um processo bastante empírico, cujos algoritmos utilizados tratam com problemas NP-completos; e finalmente, na avaliação dos modelos, onde é preciso ter bastante conhecimento sobre a proteína. 

Devido as minhas limitações do conhecimento de quais as características mais relevantes na classificação de uma proteína, o conjunto de testes selecionado não apresentou resultados significativos. Isso acabou por limitar as conclusões que poderiam ser retiradas do processo prático no uso da ferramenta. Precisaríamos ter um conjunto mais representativo, tanto em termos de quantidade como em diversificação de tipos de estrutura. 

8. Referências e Bibliografias

[BO01] Baxevanis, A. D.; Ouellette, B. F. F. Bioinformatics A pratical guide to the anlysis of genes and proteins. Wiley-Intercience, 2001.

[BS00] Anna Bernasconi, Alberto M. Segre. Ab initio methods for protein structure prediction: a new technique based on ramachandran Plots. ERCIM News Nº 43 October 2000.

[CATH] CATH database of structural domains. Disponível: UCL – Department of Biochemistry and Molecular Biology site (05 março, 2003). URL: http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath_new/index.html

[CHARMm] CHARMm. Disponível: Accelrys site (21 de fevereiro, 2003). URL: http://www.accelrys.com/insight/charmm.html

[DALI] EMBL DALI: e-mail server for 3-D protein structure database searches. Disponível: EMBL - European Bioinformatics Institute site (05 de março, 2003). URL: http://www2.ebi.ac.uk/dali/

[EEF1] EEF1 Server. Disponível: Lazaridis Group homepage (08 março, 2003). URL: http://mingus.sci.ccny.cuny.edu/server/

[EMBnet] Home MD. Disponível: Swiss EMBnet node server (21 fevereiro, 2003). URL: http://www.ch.embnet.org/MD_tutorial/

[FDS00] András Fiser, Richard Kinh Gian Do and Andrej Šali. Modeling of loops in protein structures. Protein Science. 2000. Pages 9:1753-1773.

[Format] Sequence Format. Disponível Oxford University Bioinformatics Centre site (08 março, 2003). URL: http://enterprise.molbiol.ox.ac.uk/help/sequenceformats.htm

[HT00] Higgins, D.; Taylor, W. Bioinformatics - Sequence, structure and databanks. Oxford University Press, 2000.

[JCCC] Protein Structure. Disponível: Johnson Country Community College site (13 fevereiro, 2003). URL: http://old.jccc.net/~pdecell/biochemistry/protstruc.html

[Jen01] Roy A Jensen. Orthologs and paralogs – we need to get it right. Genome Biology 2001. 3 de agosto, 2001.

[KC99] Klug, W. S.; Cummings, M. R. Essentials of genetics. Prentice-Hall,1999.

[Ls11] Objective function/ quality function. Disponível: Lehrstuhl für Systemanalyse site (13 fevereiro, 2003). URL: http://ls11-www.cs.uni-dortmund.de/people/beyer/EA-glossary/node95.html

[Modeller] Modeller: Program for Comparative Protein Structure Modelling by Satisfaction of Spatial Restraints. Disponível: Andrej Šali Lab site (13 fevereiro, 2003). URL: http://salilab.org/modeller/.

[Mou01] Mount, D. W. Bioinformatics Sequence and genome analysis. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

[MSF+00] Marc A. Marí-Renom, Ashley C. Stuart, András Fiser, Roberto Sánchez, Francisco Melo, Andrej Šali. Comparative protein structure modeling of genes and genomes. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2000. Pages 29:291-325.

[MultGIF] PDB to MultGIF page. Disponível: German Cancer Research Center site (07 março, 2003). URL: http://www.dkfz-heidelberg.de/spec/pdb2mgif/

[NIST] Objective function. Disponível: National Institute of Standards and Technology site (21 fevereiro, 2003). URL: http://www.nist.gov/dads/HTML/objective.html

[NPAC] Simulated Annealing. Disponível: Northeast Parallel Architectures Center site (21 fevereiro, 2003). URL: http://www.npac.syr.edu/copywrite/pcw/node252.html

[NW70] Needleman, S. B. & Wunsch, C. D. A general method applicable to the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins. J. Mol. Biol. 1970. Pages 48:443-453.
[PDB] The Protein Data Bank. Disponível: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics site (13 fevereiro, 2003). URL: http://www.rcsb.org/pdb/

[PDF] Probability density functions, discrete and continuous. Disponível: Sirus Incorporated site (08 março, 2003). URL: http://www.sirus.com/users/ mjake/probdens.html

[Pil02] Jaroslaw Pillardy. Ab-initio protein structure prediction.. Computational Biology Service Unit (CBSU). Agosto 2002.
[PIR] PIR format. Disponível: Centre for Molecular and Biomolecular Informatics site (08 março, 2003). URL: http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools/crab_pir.html

[PrCm] Principal components. Disponível: NIST/SEMATECH e-Handbook of Statistical Methods site (08 março, 2003). URL: http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pmc/ section5/pmc55.htm

[ProCheck] PROCHECK – protein structure checks. Disponível: UCL – Departament of Biochemistry and Molecular Biology  (21 fevereiro, 2003). URL: http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html

[PROSAII] PROSAII Page. Disponível: Center of Applied Molecular Engineering site (08 março, 2003). URL: http://www.came.sbg.ac.at/Services/prosa.html

[Proteomics] Proteomics Knowledge Finder. Disponível: Pierce Biotechnology, Inc site (13 fevereiro, 2003). URL: http://www.piercenet.com/Proteomics/ 

[PSI-BLAST] NCBI BLAST Home Page. Disponível: National Center for Biotechnology Information site (07 março, 2003). URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

[Ros96] Burkhard Rost . Protein fold recognition by merging 1D structure prediction and sequence alignments. EMBL Heidelberg, Germany. 1996.

[RYS00] Marti-Renom, Yerkovich and Sali. Comparative protein structure prediction. Current Protocols in Protein Science (2000) 2.9.1-2.9.22.

[SB93] Andrej Šali and Tom L. Blundell. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial restraints. J. Mol. Biol. 1993. Pages  243:779-815.

[SCOP] SCOP: Structural Classification of Proteins. Disponível: Berkeley University of California site (05 março, 2003). URL: http://scop.berkeley.edu/

[SOJ+90] A. Sali, J.P. Overington, M.S. Johnson, T.L. Blundell. From comparisons of protein sequences and structures to protein modelling and design. TIBS. 1990. Pages 15: 235-240.

[She94] Jonathan Richard Shewchuk. An introduction to the conjugate gradient method without the agonizing pain. Agosto 1994.

[SPY+95] Andrej Šali, Liz Potterton, Feng Yuan, Herman van Vlijmen, and Martin Karplus. Evaluation on comparative protein modeling by MODELLER. PROTEINS: Structure, Function, and Genetics 1995. Pages  23:318-326.

[Swiss] ExPASy - Swiss-Prot and TrEMBL. Disponível: ExPASy Molecular Biology Server (20 fevereiro, 2003). URL:  http://us.expasy.org/sprot/

[Thermodynamic] Protein Folding and  the Thermodynamic Hypothesis, 1950-1962. Disponível: National Library of Medicine’s Profiles in Science site (04 março, 2003). URL: http://profiles.nlm.nih.gov/KK/Views/Exhibit/narrative/protein.html

[Transfer] Horizontal gene transfer. Disponível: Life Sciences at the University of Illinois at Urbana-Champaign site (04 março, 2003). URL: http://www.life.uiuc.edu/micro/316/ topics/genetic-exchange/exchange/exchange.html

[UCL] Protein Modelling on the Web. Disponível: UCL BioChemistry C40 site (13 fevereiro, 2003). URL: http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/c40_ucl/martin/

[Wyoming] Protein Databases. Disponível: University of Wyoming site (13 fevereiro, 2003). URL: http://www.uwyo.edu/molecbio/LectureNotes/MOLB5650/Hanekamp2.ppt
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO


CENTRO DE INFORMÁTICA





GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA DA COMPUTAÇÃO





� EMBED Word.Picture.8  ���





Figura II: a) mostra uma estrutura primária; b) temos um exemplo da estrutura secundária folha; c) estrutura terciária, com destaque para as estruturas secundárias, como hélice (vermelho e amarelo) e as folhas (verde); os loops estão em cinza; d) uma estrutura quaternária, com duas cadeias polipeptídicas em verde e outras duas em azul.
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Figura I: Um aminoácido. A diferença entre os 20 tipos se encontra no radical R (a cadeia lateral). O carbono ligado ao radical é o Carbono-alpha.





>P1;1fdn # código 


structureX:1fdn:FIRST:@:55:@:ferredoxin:Clostrodium acidiurici: :


AYVINEACISCGACEPECPVNAISSGDDRYVIDADTCIDCGACAGVCPVDAPVQA*


>P1;1dur


structureX:1dur:FIRST:@:52:@:ferredoxin: : :


*





alignment.seg





model_default.top





INCLUDE


SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './:/export/home/genoma/Software/Modeller/'


SET SEGFILE     = 'alignment.seg'             


SET KNOWNS      = '1fca' '1dur'


SET SEQUENCE    = '1fdn'


SET OUTPUT_CONTROL = 1 1 1 1 2


CALL ROUTINE    = 'full_homol'


ENERGY





Figura III: a) a proteína do PDB; b) duas proteínas de similaridade acima de 40%; c) quatro proteínas com similaridade entre 25% e 40%; d) duas proteínas com similaridade entre 25% e 40%.
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