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Resumo

Predicao de estrutura de proteina é um processo na Biologia Molecular pelo qual a
estrutura 3D de uma proteina é determinada com base em estruturas ja conhecidas
de outras proteinas. E um processo importante porque a estrutura de uma proteina
¢ um fator determinante para sua funcao na célula. Conhecendo a estrutura de uma
proteina, os cientistas podem descobrir que tipo de atividade a proteina realiza na
célula e criar drogas para combater doencas. O processo de predicao é baseado na
similaridade entre as seqiiéncias de aminodacidos que formam proteinas: a estrutura
de uma proteina alvo é predita reusando conhecimento de proteinas cujas estruturas
ja foram determinadas e suas seqiiéncias de aminoacidos sao similares a seqiiéncia
alvo. Portanto, reuso de conhecimento ocorre no processo de predicao de estrutura
de proteina, mas sem a utilizagao de uma ontologia de dominio. Neste trabalho, nés
aplicamos uma técnica de reuso de conhecimento baseado em ontologia na predicao
de estrutura de proteina com o objetivo de melhorar o processo de predicao em
sua eficiéncia e qualidade das estruturas obtidas. Um experimento foi realizado no
qual a técnica foi aplicada para predizer a estrutura de 286 seqiiéncias alvo. Houve
melhorias e perdas de qualidade das estruturas preditas, ao passo que um ganho de

performance (tempo de execugao) foi observado em 38% das seqiiéncias alvo.



Abstract

Protein structure prediction is a process in Molecular Biology by way of which the 3D
structure of a protein is determined based on known structures of other proteins.
This is an important process because the structure of a protein is a determinant
factor for its function in the cell. Knowing a protein’s structure allows scientists to
describe the kind of activity that the protein performs in the cell and to develop drugs
to treat diseases. The prediction process is based on similarity between the amino
acid sequences that form proteins: the structure of a target protein is predicted
by re-using knowledge on proteins whose structures are already determined and
whose amino acid sequences are similar to the former’s. Therefore, knowledge re-
use occurs in the process of predicting protein structure, but without employing a
domain ontology. In this work, we apply a technique of ontology-driven knowledge
re-use in protein structure prediction aiming at improving the prediction process
in its efficiency and in the quality of the obtained structures. An experiment has
been carried out in which the technique was applied to predict the structure of 286
target sequences. There has been improvement as well as loss of quality of predicted
structures, whereas a run time performance gain in 38% of the target structures was

observed.
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Capitulo 1

Introducao

As proteinas sao moléculas formadas pela ligacao de aminoacidos e tém
funcgoes especificas num organismo. Em seu meio natural essas cadeias se dobram
de diversas formas apresentando estruturas tridimensionais. Estas estruturas tri-
dimensionais estao relacionadas com a funcao das moléculas na célula, pois é na
conformacao tridimensional que a proteina é capaz de desempenhar sua funcao
biolégica. Portanto, a determinacao da estrutura tridimensional de uma proteina é
fundamental para conhecer a funcao que a mesma desempenha na célula.

Para determinar a estrutura tridimensional de uma proteina existe um método
chamado Predicao de Estrutura Terciaria ou Tridimensional. Esta predicao é feita
a partir da conformagcao primaria da proteina, ou seja, a seqiiéncia de aminoacidos.
A predicao é feita dessa forma porque os cientistas descobriram que conhecendo a
seqiiéncia de aminodcidos que compoem uma proteina é possivel prever sua con-
formagao tridimensional [10].

Entre os métodos existentes para a predigao, existem os realizados por com-
putador, como o método de Modelagem Comparativa de Estrutura de Proteina (ou
Predi¢ao por Homologia). Neste método podemos verificar a aplicagao de reuso de
conhecimento, onde bases de informagoes sobre estruturas de proteinas ja conheci-
das sao utilizadas na predicao de estruturas de proteinas desconhecidas. Com isso
podemos perceber que a Predicao por Homologia pode ser abordada a partir da
perspectiva da Engenharia de Conhecimento.

Em [3] e [4] é proposta uma técnica de reuso de conhecimento baseado em

ontologia, onde modelos existentes sao reusados por um mecanismo de modelagem



na geracao de novos modelos utilizando como suporte dados descritos por uma on-
tologia do dominio da Ecologia, a Ecolingua [5]. Genericamente, dados sao descritos
através da ontologia e um processo de solucao de problemas baseado em conheci-
mento utiliza solugoes existentes, associadas aos conceitos na ontologia, para gerar
novas solugoes. Neste trabalho ¢ mostrado que a utilizagao da ontologia para o reuso
do conhecimento possibilita um ganho na eficiéncia da modelagem.

Temos como objetivo neste trabalho desenvolver a aplicagao desta técnica
no dominio da Biologia Molecular, mais especificamente no processo de Predigao
de Estrutura de Proteina pelo método de Predicao por Homologia, que ja aplica o
reuso de conhecimento mas sem aplicacdo de uma ontologia [11]. Outro objetivo
deste trabalho é tornar explicito o conhecimento sobre o processo de predicao de
estrutura de proteina por homologia.

Além de um melhor desempenho no tempo de predicao, verificamos também
ganho de qualidade em algumas estruturas geradas pelo processo de predicao, com
o reuso de conhecimento baseado em ontologia. Porém, algumas estruturas tive-
ram perda de qualidade e, desta forma, é necessaria uma analise detalhada sobre a
qualidade das estruturas geradas.

Esta dissertagao esta organizada da seguinte forma: no Capitulo 2 é mos-
trada a predicao de estrutura de proteina como um problema de engenharia de
conhecimento e sao colocados alguns conceitos da biologia molecular necessarios ao
entendimento do trabalho, além de informacoes sobre a ferramenta de predi¢ao ado-
tada neste trabalho. No Capitulo 3 é descrita a ontologia selecionada para aplicar
reuso de conhecimento baseado em ontologia na predicao de estrutura de proteina.
No Capitulo 4 é descrita a técnica de reuso de conhecimento baseado em ontologia no
dominio da Ecologia e ¢ mostrada a adaptacao da técnica para aplicar o reuso de co-
nhecimento baseado em ontologia na predicao de estrutura de proteina. No Capitulo
5 é feita a avaliacao dos resultados obtidos e no Capitulo 6 temos a discussao, con-
clusoes e trabalhos futuros. A revisao bibliografica e trabalhos relacionados serao

tratados ao longo do texto.



Capitulo 2

Predicao de estrutura de proteina
como um problema de engenharia

de conhecimento

Engenharia de conhecimento é a area responsavel pela aquisicao do conheci-
mento tacito do especialista (coleta, selecao, decomposigao, composigao e modela-
gem) e sua integragao com o conhecimento existente em bases de dados relacionadas
ao escopo deste especialista. Seu objetivo final é a criacao de sistemas inteligentes
que auxiliem e/ou substituam especialistas humanos em suas tarefas, sistemas estes
capazes de executar uma dificil tarefa adequadamente.

A engenharia do conhecimento descreve o processo global de desenvolvimento
destes sistemas especialistas, baseados em conhecimento. Uma das atividades deste
processo e a aquisicao do conhecimento e sua meta é obter conhecimento detalhado
utilizado pelo especialista para solucionar problemas, e entao transformar e transferir
essa informagcao para um sistema de computador.

A predicao de estrutura de proteina é um problema de engenharia de co-
nhecimento, e sistemas baseados em conhecimento sao construidos para realizar a
complexa tarefa de predizer a estrutura tridimensional de uma proteina a partir de
sua estrutura primaria, que corresponde a seqiiéncia de aminoacidos que compoem
a proteina. Para realizar essa predicao o processo utiliza o conhecimento prévio de
estruturas de proteinas ja conhecidas, que constituem uma base de dados para au-

xiliar na descoberta de estruturas de proteinas desconhecidas, e o conhecimento de



especialistas sobre a formacao das estruturas de proteinas. Todo esse conhecimento
sobre estruturas de proteinas adquirido por especialistas em laboratorios: de como
¢é formada a estrutura, que variaveis interferem em sua forma final, sao reunidos e
sistemas sao criados para realizar o processo de predigao.

Como podemos ver, a predicao de estrutura de proteina é realizada baseada
no conhecimento da estrutura priméria da proteina, conhecimento das estruturas de
outras proteinas similares a ela e o conhecimento reunido de especialistas. Desta
forma, no problema de predicao de estrutura de proteina, assim como em outros
problemas de engenharia de conhecimento, o conhecimento é reunido, transformado
e transferido para sistemas baseados em conhecimento.

Com a criacao dos sistemas especialistas o conhecimento tacito dos especia-
listas sobre as estruturas de proteinas é tornado explicito e o processo de predi¢ao
da proteina ¢é formalizado baseado nesse conhecimento. Os sistemas de computador
existentes hoje para realizar o processo de predicao de estrutura de proteina formali-
zaram esse processo e tornaram explicito o conhecimento tacito dos especialistas em
relacao as estruturas de proteinas. Neste trabalho a reengenharia de um sistemas
de predicao de estrutura de proteina, com o objetivo de melhorar seu desempenho,
torna o conhecimento sobre o processo de predicao explitico a comunidade.

Entre as técnicas de [A usadas em sistemas de Engenharia de Conhecimento
optamos por utilizar ontologias. Essa escolha se dd devido [3] ter mostrado que
a utilizacao da ontologia para o reuso de conhecimento possibilita um ganho na
eficiéncia de modelagem, sendo essa demonstragao feita no processo de geragao de
estruturas de modelos ecolégicos. Como no problema de predicao de estrutura de
proteina sao gerados modelos, porém de estruturas de proteinas, nosso principal
objetivo é desenvolver a aplicagao da técnica usada em [3] no dominio da Biologia
Molecular, no processo de predicao de proteina, para obter esse ganho de eficiéncia.

Nas Secoes seguintes deste Capitulo veremos informacoes relevantes para o

entendimento do processo de predicao de estrutura de proteina.



2.1 Proteinas e suas estruturas

As proteinas sao macromoléculas formadas pela ligacao de varias unidades
semelhantes, chamadas aminodcidos e tém funcgoes especificas dentro de um orga-
nismo. Elas podem ter carater estrutural, usadas para confeccionar paredes celula-
res, cabelo, unhas e diversos tecidos. Podem também estar ligadas a determinadas
atividades dentro do organismo, como é o caso dos anticorpos, de hormoénios e das
enzimas [6, 10].

Em seu meio natural, essas cadeias de aminoacidos se dobram de diversas
formas apresentando estruturas tridimensionais. Tais estruturas estao intimamente
relacionadas a funcao das moléculas e, portanto, sua determinacao é parte funda-
mental do estudo das proteinas. Por isso a importancia do processo de predi¢ao de
estrutura de proteina no dominio da biologia molecular.

Cada tipo de proteina difere em sua seqiiéncia e nimero de aminoacidos.
Existem 20 aminoacidos que sao comumente encontrados nas proteinas e cada um
deles possui uma estrutura similar um ao outro, porém unica. A Figura 2.1 mostra
a estrutura basica de um aminoacido, onde temos um grupo amino, um grupo car-
boxila e um grupo R (ou cadeia lateral) que diferencia cada aminoédcido. O carbono

onde o grupo R esta ligado é chamada carbono alpha (Ca).

grupo gQrupo
amino peee carboxila
HN—C—C—OH’

H c;rt:-c:-nc-a

Figura 2.1: Aminoacido

Os 20 aminoécidos existentes estao listados na Tabela 2.1.

Cada aminoécido pertencente a uma proteina é conectado a um outro através
de uma ligacao entre o grupo carboxila de um aminodcido e o grupo amino do
aminodacido seguinte, como mostram as Figuras 2.2 e 2.3. Na Figura 2.3 podemos
ver também que o peptideo formado possui, em um residuo da cadeia, um grupo
amino livre, sendo denominado residuo N-terminal e, em outro residuo da cadeia,

um grupo carboxila livre, sendo denominado residuo C-terminal.



Nome Abreviatura | Letra(identificadora)
Alanina Ala A
Cisteina Cys C

Acido aspértico Asp D
Acido glutamico Glu E
Fenilalanina Phe F

Glicina Gly G

Histidina His H
Isoleucina Ile I

Lisina Lys K

Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Asn N

Prolina Pro P
Glutamina Gln Q

Arginina Arg R

Serina Ser S
Treonina Thr T

Valina Val A%

Triptofano Trp W

Tirosina Tyr Y

Tabela 2.1: Os 20 aminoacidos encontrados na natureza, com a sigla e letra identi-

ficadora



T T 8
- 1l
HthllHC—OH H—I—NC|:HC—OH . H2Nc|:|-q§_:j_r_~_|_;|_c|:Hc—0H
R, R, R, R,

Figura 2.2: Cadeia polipeptidica - ligacao entre grupo carboxila e grupo amino

i I i i
NH;~CH-C—NH—CH-C—NH—CH-C—NH—CH-C—OH

R, R, R, R,
Ttrminal amino Terminal carboxila
ou ou
residuc n-terminal residuo c-teminal

Figura 2.3: Cadeia polipeptidica - grupo amino livre e grupo carboxila livre

A proteina consiste entdao de um backbone peptidico com cadeias laterais
anexadas, como mostra a Figura 2.4.

backbone
P 0 i I
N—Iz—tllH—C—N—I—CH—C—N—I—(EH—C—N—I—(EH—C—DH
R, R, R, R,

cadeias laterais

Figura 2.4: Backbone e cadeia lateral

Essas ligacoes entre os aminoacidos, chamadas de ligacoes peptidicas formam
a estrutura primaria da proteina, que corresponde a sua seqiiéncia de aminoacidos.
Entao, a estrutura primaria nada mais é do que a seqiiéncia de aminoacidos consti-
tuintes da proteina. Os aminoacidos quando ligados entre si, formando a estrutura
primaria da proteina, sao também chamados de residuos.

A estrutura secundaria de uma proteina descreve a forma tridimensional de
segmentos locais de uma proteina. Entretanto, nao descreve posi¢oes atomicas no
espaco tridimensional. Essa descri¢ao de posigoes atomicas no espago tridimensional
é considerada a estrutura tercidria da proteina. A estrutura secundaria consiste de
interagoes locais entre residuos mediados por pontes de hidrogénio. Pode-se dizer que
a estrutura secundaria resulta da interacao da estrutura priméaria com ela mesma,

através da formacao de pontes de hidrogénio. As estruturas secundérias mais comuns



sao alpha () helix e beta (B) sheet.

Uma estrutura secundéria alpha heliz estd organizada no formato de um
espiral, similar ao formato de um saca-rolha, como mostra a Figura 2.5. Uma
alpha heliz é formada por pontes de hidrogénio entre o oxigénio carboxila de um
aminoacido e o nitrogénio do backbone de um segundo aminoacido localizado quatro

posigoes adiante.

A H “\.-!'-LI H A
. - LT - -d\-lT'\_-.‘I |=[I ‘ﬁ;\h H.\'::'..N“"_.'II

Figura 2.5: Forma estrutural de uma Alpha Helix

Uma estrutura secundaria beta sheet é organizada em zig-zag. No minimo
dois strands sao necessarios para definir um beta sheet. Cada strand é uma extensao
continua de aminodacidos que se ligam por pontes de hidrogénio formando o beta

sheet. Isso pode ser visto na Figura 2.6.
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Figura 2.6: Forma estrutural de uma Beta Sheet. Estrutura anti-paralela e estrutura

paralela, nesta ordem

Uma beta sheet é formada por pontes de hidrogénio entre o oxigénio carbo-
xila de uma aminoacido em um strand e o nitrogénio do backbone de um segundo
aminoacido em outro strand. As beta sheets podem ser paralelas ou anti-paralelas.

Se o residuo N-terminal de cada strand “apontar” na mesma direcao a estrutura



é considerada paralela. Caso contrario, se o residuo N-terminal de cada strand
“apontar” para direcoes opostas a estrutura é considerada anti-paralela.

Existe um cédigo chamado DSSP que é usado freqiientemente para descrever
as estruturas secundarias de uma proteina. Nesse codigo as estrutura secundérias
sao descritas com uma tnica letra, onde a letra H simboliza uma alpha heliz e a
letra E simboliza uma beta sheet em uma conformagao paralela ou anti-paralela.

A estrutura terciaria de uma proteina é sua forma total. Refere-se a con-
formacao espacial da proteina como um todo e nao de determinados segmentos
particulares da cadeia protéica, como a estrutura secundaria. A estrutura terciaria
determina as posicoes atomicas no espago tridimensional de toda a proteina. Como
a estrutura terciaria corresponde a forma total, ela engloba as ligacoes peptidicas,
formadoras da estrutura primaria, e as ligagbes de pontes de hidrogeénio, forma-
doras da estrutura secundaria. Os conceitos ontolégicos utilizados neste trabalho
sao referentes a estrutura secundaria, que faz parte da estrutura final, terciaria, da
proteina.

Certas proteinas sao formadas por mais de uma cadeia peptidica. Neste
caso, a especificacao de como estas sub-unidades protéicas sao ligadas entre si para
a formagao da proteina é a sua estrutura quaternaria. A Figura 2.7 resume todas

as estruturas de uma proteina.

gy
a)m
last

gy

Figura 2.7: (a) Estrutura primaéria, (b) estrutura secunddria, (c) estrutura tercidria,

(d) estrutura quaternéria.

Os bidlogos afirmam que conhecendo a seqiiéncia de aminoacidos que compoem

a proteina é possivel prever sua conformagcao tridimensional, pois experiéncias em



laboratério mostram que ao “esticar” in wvitro uma proteina e depois “solta-la”, em
pouco tempo essa proteina assume novamente sua conformagao tridimensional, sem
interferéncia de qualquer outra molécula [1]. Essa conformacao tridimensional de
uma proteina pode ser obtida por métodos experimentais, métodos de predicao por
homologia e pelo método ab-initio.

Os métodos experimentais de cristalografia de raio-X e espectroscopia por
RNM (ressonancia nuclear magnética) possuem um custo elevado e constituem um
processo muito trabalhoso. Além disso, muitas estruturas sao dificeis ou impossiveis
de serem determinadas por raio-X ou por RNM.

Os métodos de predicao por homologia sao realizados utilizando estruturas
de proteinas ja conhecidas. Por isso o motivo de selecionarmos este tipo de método
para o trabalho em questao, pois é um processo que implementa a idéia de reuso de
conhecimento, onde estruturas de proteinas ja conhecidas sao utilizadas na predicao

de estruturas de outras proteinas.

2.2 Meétodo de predicao por homologia

O objetivo do método de predi¢ao (modelagem) por homologia é construir
um modelo tridimensional de uma proteina de estrutura desconhecida, denominada
seqiiéncia alvo, baseado na similaridade de seqiiéncia com proteinas de estruturas ja
conhecidas, denominadas moldes.

Este tipo de predicao ¢ possivel porque uma pequena mudancga na seqiiéncia
resulta em uma também pequena mudanga na estrutura tridimensional [9] e proteinas
relacionadas de forma evolutiva (proteinas homdlogas), pertencentes a uma mesma
familia de proteina, compartilham estruturas similares. A construcao de um modelo
bem sucedido requer ao menos uma estrutura tridimensional molde encontrada de
forma experimental que tenha uma significativa similaridade com a seqiiéncia alvo
2, 8].

O método de predicao por homologia envolve basicamente quatro passos:
1. identificacdo e selegdo de moldes; 2. alinhamento da seqiiéncia alvo com a(s)
seqiiéncia(s) molde(s); 3. constru¢do de um modelo da proteina alvo, baseado na

informagao do alinhamento; 4. avaliacao do modelo. Todos estes passos podem ser
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repetidos até que um modelo satisfatério seja obtido [9)].

Entre os métodos que podem ser usados no passo 3 para construgao de um
modelo tridimensional da proteina alvo temos modelagem por montagem de corpos-
rigidos, modelagem por casamento de segmento e modelagem por satisfacao de res-
trigoes. O método de modelagem por montagem de corpos-rigidos ¢ um dos mais
utilizados [9], onde um modelo é montado a partir de um pequeno niimero de corpos
rigidos obtidos de estruturas de proteinas alinhadas.

Na Secao seguinte veremos uma ferramenta de predicao por homologia, de-
nominada Nest, a qual foi selecionada, dentre as ferramentas existentes, para aplicar

reuso de conhecimento baseado em ontologia.

2.2.1 Nest - ferramenta de predicao por homologia

A Nest, parte central do pacote JACKAL, é uma ferramenta de predi¢ao por
homologia de estruturas tridimensionais de proteinas, que implementa a modelagem
por montagem de corpos-rigidos e é considera uma das melhores ferramentas de
modelagem por homologia [18]. O JACKAL ¢é uma pacote de modelagem de estru-
tura de proteina, que fornece ferramentas eficientes para construcao, refinamento,
manipulacao e reconstrucao de estruturas de proteina.

A ferramenta Nest foi a ferramenta de predigao selecionada para aplicar reuso
de conhecimento baseado em ontologia por ser considerada uma das melhores ferra-
mentas de modelagem por homologia e por ser, dentre as melhores indicadas em [18],
a unica ferramenta de codigo aberto, nos permitindo ter acesso ao seu codigo fonte
para modifica-lo de forma a aplicar o reuso de conhecimento baseado em ontologia.

A utilizacao da ferramenta Nest é feita através de linha de comando e foi
desenvolvida em linguagem C++, funcionando apenas em ambiente Linux. Como
o resultado final de seu processamento gera um arquivo no formato PDB (Protein
Data Bank), contendo o modelo final, é possivel visualizar graficamente a estrutura
resultante em qualquer ferramenta grafica que 1é arquivo PDB, como a RasMol [24]
e a DeepView (Swiss-PdbViewer) [21].

De acordo com os quatro passos bésicos da predi¢ao por homologia, citados na
Secao 2.2, a ferramenta Nest implementa os passos 3 e 4. Os passos 1 e 2 devem ser

realizados por uma ferramenta de alinhamento e a Nest recebe entao como entrada
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um arquivo contendo o alinhamento resultante. Este arquivo de entrada deve conter
o alinhamento entre a seqiiéncia alvo e as estruturas moldes. Além do arquivo com
o alinhamento, a Nest utiliza também arquivos PDB contendo as informacoes de
estrutura dos moldes selecionados no processo de alinhamento.

O modelo constituido pela ferramenta Nest é baseado em um método de
evolucao artificial, onde dado um alinhamento entre a seqiiéncia alvo e os moldes,
este alinhamento pode ser visto como uma lista de operacoes de troca, insercao
e delecao de residuos. A construgao do modelo de estrutura da seqiiéncia alvo,
baseado nos moldes, é entao um processo de executar esta lista de operacoes de
troca, insercao e delecao de residuos [19], como um processo de evolucao artificial
desses residuos para se chegar na estrutura da proteina alvo que seja a mais proxima
de sua estrutura nativa.

Cada operacao realizada pela Nest no processo de construcao do modelo é
finalizada com uma minimizacao de energia do modelo gerado. O motivo para isto
¢ que a estrutura de uma proteina em seu estado natural possui a menor energia e
¢é nesse estado que ela realiza suas funcgoes dentro da célula.

Como no alinhamento a seqiiéncia alvo pode ter varias regides correspon-
dendo a regides de moldes diferentes, a ferramenta Nest, neste caso, constréi es-
truturas compostas, onde o modelo é construido da fusao desses diferentes moldes,
gerando um modelo composto.

No caso da seqiiéncia alvo ter mais de um molde homélogo a ela, a ferramenta
Nest constroi modelos baseados em cada um dos moldes homoélogos, construindo
desta forma multiplos modelos. Esses modelos sao entao sobrepostos e as regioes de
alta variabilidade sao identificadas. Para essas regioes, a ferramenta Nest tenta todas
as possibilidades de conformagcao dos moldes e procura identificar a conformacao com
a menor energia.

Na Secao seguinte sao mostrados os possiveis formatos do arquivo de entrada

contendo o alinhamento, utilizado pela ferramenta Nest no processo de predicao.

2.2.1.1 Formatos dos arquivos de alinhamento para Nest

Nest adota o formato de alinhamento pir. Cada arquivo pode conter varios

blocos de alinhamento, sendo que cada bloco de alinhamento é uma regiao marcada
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pelos simbolos fstart e fend [19].

Formato para um tnico bloco de alinhamento
O bloco de alinhamento mais simples é composto de dois alinhamentos pir,
correspondendo a seqiiéncia molde e a seqiiéncia alvo, respectivamente. O exemplo

a seguir mostra o formato com um bloco.

fstart !exemplo 1

>P1;1hbaA

structureN:1hbaA:0:A:141:A
VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFD--L----SH-GS
AQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA
HLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLT-SK-YRx*

>P1;SEQ

sequence:myg:1: :150:
GLSDGEWQLVLNVWGKVEADVAGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKASE
DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAELTPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEATIIQVLQSK
HPGDFGADAGAMSKALELFRNDMAAKYKLG*

fend

No arquivo de alinhamento, linhas com comentario comecam com !. Se o
arquivo contém mais de um bloco de alinhamento, os simbolos fistart e fend devem
existir para separar os diferentes blocos de alinhamento, caso contrario os simbolos
podem ser omitidos.

A linha iniciada com >P1; é chamada de linha pir inicial, que é usada para
indicar um novo alinhamento pir. Em cada bloco de alinhamento deve existir pelo
menos duas linhas iniciando com >P1;. A linha seguinte ao >P1; é chamada de
linha de marca pir, que é usada para indicar informacoes da seqiiéncia alvo ou do
molde sobre o alinhamento pir.

Em cada bloco de alinhamento deve existir um e somente um alinhamento
pir para estrutura e seqiiéncia, nesta ordem. Os alinhamentos pir de estrutura e

seqiiéncia sao marcados pelas palavras structure e sequence iniciando a linha de
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marca. Como pode ser visto no exemplo acima.

Marcas de estrutura e seqiiéncia

As linhas de marca de estrutura e seqiiéncia tém o seguinte formato:

<marca>:<nome>:<num. res. inicial>:<id cadeia>:<num. res. final>:<id
cadeia>

Onde:

- <marca> pode ser structure, structureX, sequence, sequence-X, sendo
X qualquer caracter de a-z, A-Z ou 0-9. A marca structure indica que o alinha-
mento pir é da estrutura molde e a marca sequence indica que o alinhamento pir é
da seqiiéncia alvo.

- <nome> deve ser o nome do arquivo PDB da estrutura molde, no caso
de linha iniciada com a <marca> structure. No caso da linha iniciada com a
<marca> sequence, <nome> é um nome que deve ser dado para identificar a
seqiiéncia, podendo ser omitido. Porém, se for omitido o modelo construido nao
serd gravado no disco rigido. O arquivo do modelo final construido pela ferramenta
Nest sera gravado no disco rigido com o nome <nome>_final.pdb.

- <id cadeia> indica qual cadeia devera ser usada no alinhamento pir. Se <id
cadeia> nao for especificada, o padrao é usar a primeira cadeia. Se for especificada,
a <id cadeia> que fica depois de <num. res. inicial> e a que fica depois de <num.
res. final> devem ser iguais.

- <num. res. inicial> e <num. res. final> identificam o nimero do residuo
inicial e o niimero do residuo final na cadeia. Nao sao obrigatorios.

Todos os demais caracteres nas linhas que seguem a linha de marca e acima
da préxima linha >P1; sao os residuos que formam a seqiiéncia. Somente as letras
padrao, indicadas na Tabela 2.1, que identificam os aminodcidos sao aceitos, além

do hifen “-~”. Outros caracteres que nao sejam esses, sao tratados como hifens.
Formato para multiplos blocos de alinhamento

Para arquivo com multiplos blocos de alinhamento, cada um dos alinhamen-

tos é delimitado pelos simbolos fstart e fend, como no exemplo abaixo.
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fstart

>P1;primeiro bloco de alinhamento
structure:testl:x:A:*:A
ERYENLFAQLNDRREGAFVPFVTLGDPGIEQSLKIIDTL
iDAGADALELGVPFSDPLADG

>P1; sequence:queryl::::::::
——————————— MFKDGSLIPYLTAGDPDKQSTLNFLLAL
-DEYAGAIELGIPFSDPIADG

fend

fstart

>P1;segundo bloco de alinhamento
structure:test2:x:A:*x:A
MERYENLFAQLNDRR--EGAFVPFVTLGDPGIEQSLKII
>P1; sequence:query2::::::::
—————————————— MFKDGSLIPYLTAGDPDKQSTLNFL

Neste caso a Nest trata este arquivo de alinhamento como dois arquivos de

alinhamento independentes, cada um contendo um bloco de alinhamento.

Formato para moldes compostos

Em alguns casos o melhor modelo pode ser construido pela fusao de duas

regioes de moldes diferentes. Por exemplo, uma seqiiéncia alvo A tem um molde

B que é homélogo a A. Entretanto, pode existir uma regiao x na seqiiéncia A que

tem maior identidade de seqiiéncia com uma regiao em um molde C. Neste caso,

o modelo para a seqiiéncia alvo A pode ser melhor construido usando o molde B

e, para a regiao x, o molde C. O exemplo abaixo mostra o formato para moldes

compostos.
fstart

>P1; moldel

structure:tmpl:*x:A:*x:A:
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LFAQLNDRREGAFVPFVTLGDPGIEQSLKIIDTLIDAGADALELGVPFSDPLADG
>P1;T0122

sequence-a:xa::::i:i:::

MFKDG----- SLIP-YLTAGDPDKQSTLNFLLALDE-YAGAIELGIPFSDPIADG
>P1;alinhamento pir composto

composite:xco:3:20:
aaaabbbbbbbbaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
fend

fstart

>P1; molde2

structure:tmp2:*:A:*x:A
eRYENLFAQLNDRREGAFVPFVTLGDPGIEQSLKIIDTLIDAGADALELGVPFSDPLAD
>P1;

Neste exemplo existem dois blocos de alinhamento. Cada alinhamento tem
um alinhamento pir de estrutura e seqiiéncia. Porém, no primeiro bloco de ali-
nhamento, ha um terceiro alinhamento pir marcado pela palavra composite que
¢ chamado alinhamento pir composto. Um alinhamento pir composto nao contém
uma seqiiencia de residuos, mas somente a seqiiéncia de cédigo x da <marca>
sequence-x. Por esse motivo, no caso de molde composto, a <marca> usada no
alinhamento pir de seqiiéncia deve ser especificada na forma sequence-x.

Com esse tipo de entrada, Nest funcionarda da seguinte forma: primeiro ird
construir dois modelos para a seqiiéncia alvo no primeiro e segundo bloco de alinha-
mento, criando como arquivos de saida <nome 1> _final.pdb e <nome 2> final.pdb,
para o primeiro e segundo bloco respectivamente. Em seguida, construira a estru-
tura composta, dando como saida o arquivo <nome comp.>_final.pdb contendo a
estrutura composta. Neste exemplo o nome do arquivo composto seria xco_final.pdb.

Estes sao alguns dos formatos do arquivo de entrada, contendo o alinhamento,

para o processo de predicao pela ferramenta Nest. Na Secao seguinte veremos in-
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formacoes sobre o outro tipo de arquivo utilizado pela Nest no processo de predicao,

arquivo do PDB.

2.2.2 Protein Data Bank

A ferramenta Nest, descrita na Secao anterior, utiliza, como entrada para
seu processo, arquivos do PDB contendo dados estruturais de proteinas existentes.
Esses arquivos sao oriundos de uma base de dados denominada Protein Data Bank
(PDB) e contém informagoes como coordenadas dos dtomos na estrutura, citagoes
bibliograficas, informacoes sobre a estrutura secundaria e primaria da proteina, bem
como dados dos experimentos utilizados na obtencao da estrutura da proteina.

O Protein Data Bank (PDB) é um repositério de estruturas tridimensionais
de macro-moléculas biologicas determinadas experimentalmente. Abriga os arquivos
de coordenadas atomicas que identificam a localizacao de atomos em milhares de
proteinas e acidos nucléicos, informagoes estas obtidas usando técnicas de cristalo-
grafia de raio-X e espectroscopia de RNM.

Programas de imagem podem interpretar os arquivos abrigados no PDB,
permitindo desta forma que cientistas visualizem a forma de uma proteina e possam
avaliar, por exemplo, como a proteina pode interagir com drogas.

O PDB foi iniciado em 1971. Nesta época somente cerca de uma duzia de
estruturas de proteina tinham sido descobertas e somente alguns cientistas neces-
sitavam ter acesso aos dados. Em 1998 o PDB continha aproximadamente 8.000
entradas e esse niimero vem crescendo desde entao. Hoje, a procura por dados es-
truturais cresceu em varios campos da biologia e o PDB passou a ser a base principal
para publicac¢ao e recuperacao desses dados de estrutura [12].

No PDB, os bidlogos podem depositar dados estruturais de macro-moléculas,
fazer downloads dos arquivos contendo dados estruturais e checar a situagao de
dados estruturais enviados por cientistas para serem publicados no PDB, pois antes
de serem publicados os dados passam por analise e formatagao. O acesso aos dados
no PDB é gratuito e pode ser acessado na Web pelo site www.pdb.org.

O PDB tem a tarefa de anotar (formatar), validar e publicar dezenas de
arquivos de estruturas toda semana. Dependendo do tamanho da proteina, o pro-

cessamento de dados pode levar de algumas horas a vérios dias. Esse processamento
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de dados envolve a anotagao dos dados enviados ao PDB no formato padrao do PDB
e a validacao desses dados, para verificar se estao corretos, através de comparagoes
com valores padroes. Essas atividades de anotacao e validagao sao realizadas pela
equipe que gerencia o PDB com o auxilio de ferramentas computacionais.

A submissao de dados estruturais de proteinas para ser publicado no PDB,
passa por varios passos até ser realmente publicado. Inicialmente o pesquisador faz
um upload dos dados estruturais, resultante de seus experimentos, para um servidor
do grupo que gerencia o PDB. O pesquisador recebe entao um PDBid, um cédigo
unico de quatro caracteres identificando a submissao, com o qual pode verificar
posteriormente o andamento de sua submissao. Em seguida, um membro da equipe
que gerencia o PDB realiza a anotacao dos dados no formato padrao e também
roda a ferramenta de validacao para verificar a qualidade destes dados. O arquivo
anotado é entao retornado ao pesquisador para revisao. Uma vez que o pesquisador
e a equipe do PDB aprovam o arquivo, ele esta pronto para ser publicado via uma
atualizacao semanal enviada para o SDSC (San Diego Supercomputer Center).

Os dados estruturais armazenados no PDB sao entao utilizados pela Nest
através de arquivos .pdb contendo dados estruturais de proteinas, que sao recupera-
dos pelo processo de download no site do PDB. Devem ser recuperados os arquivos
.pdb referentes a cada estrutura homdloga que aparece no arquivo de alinhamento
utilizado pela Nest. Estes arquivos recuperados devem entao ser armazenados no
computador onde a Nest é executada. Cada estrutura é identificada com o PDBid,
citado anteriormente, e os arquivos contendo os dados estruturais das proteinas sao
disponibilizados no site do PDB com o nome <PDBid>.pdb. No Capitulo 4 sao

mostrados alguns dos dados armazenados nos arquivos .pdb.
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Capitulo 3

Uma ontologia para anotacao de

dados de proteinas

No dominio da Biologia Molecular, mais especificamente no dominio proteémico
onde sao estudadas as proteinas, suas estruturas e fungoes, verificamos a Protein On-
tology (PO) [23, 14, 15] como uma ontologia para anotagao de dados de proteinas,
podendo ser utilizada no processo de reuso de conhecimento baseado em ontologia,
na predicao de estrutura de proteina. Trata-se de uma ontologia para descrever
dados de proteinas, desde seqiiéncias de aminoacidos, dados de ligagoes entre seus
atomos, até dados de fungoes da proteina. Durante a pesquisa, esta foi a inica onto-
logia encontrada no dominio da Biologia que descrevia o dominio das proteinas. A
PO mostrou ser adequada para uso no projeto por ser uma ontologia com conceitos
que fazem parte do processo de predicao de estrutura de proteina, como conceitos
referentes a estruturas de proteinas e suas ligagoes quimicas. A anélise desta ontolo-
gia mostrou que o uso de seus conceitos poderiam trazer ganho de eficiéncia (tempo
de execugao) no processo de predigao, pois verificou-se a existéncia de conceitos na
PO referentes a estrutura de proteina que podem ser usados diretamente no processo
de predicao, eliminando calculos realizados pela Nest para obter dados de estrutura.
Isso serd visto nos capitulos seguintes. Por esses motivos a PO foi escolhida para
aplicacao no processo de predicao.

A PO ¢é um projeto da Universidade de Tecnologia de Sydney, Australia, e
surgiu da necessidade de integrar formatos de dados de proteinas e fornecer um vo-

cabulario unificado e estruturado para representar conceitos de sintese de proteinas,
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dando suporte a integracao de fontes heterogéneas de dados bioldgicos e proteinas.
O uso da PO possibilita converter dados coletados por geneticistas e bidlogos mole-
culares em informagoes que cientistas, fisicos e outros profissionais e pesquisadores
podem usar para entender melhor as relagoes dentro de moléculas de proteinas,
interagoes entre duas moléculas de proteina e interagoes entre proteinas e outras
macromoléculas a nivel de célula [14, 15].

O Protégé [22] é utilizado como ferramenta de construcao da PO, é um editor
de ontologias e framework de base de conhecimento. A linguagem de representacao é
a Web Ontology Language (OWL) [23, 25]. A OWL é uma linguagem para defini¢ao
e instanciagao de ontologias Web [17].

As instancias de dados de proteinas registradas com a PO tém como fonte de
dados o PDB, SCOP (Structural Classification of Proteins), OMIM (Online Mende-
lian Inheritance in Man) e varias publicagoes/documentos de cientistas publicadas
para reunir dados de proteina [23]. A criacdo da PO teve como referéncia estas
fontes de dados e ela especifica conhecimento dessas varias fontes como detalhes dos
registros de proteinas no PDB, representacgao estrutural 3D de proteinas, dobramen-
tos e dominios estruturais conservados em proteinas, dominios funcionais e familias,
além de diversas restrigoes como defeitos genéticos e propriedades quimicas da célula
que afetam a estrutura molecular final da proteina [13].

A Segao seguinte descreve a estrutura da PO com descrigao de suas classes e

propriedades das classes.

3.1 Estrutura da Protein Ontology

A PO consiste de conceitos e relacionamentos entre eles, sendo os conceitos
descritores de dados proteomicos. Tem uma classificacao hierarquica de conceitos
representados como classes, do geral para o especifico, além de lista de atributos
relacionados a cada classe e um conjunto de relacionamento entre classes. A Figura
3.1 mostra a hierarquia de classes da PO, onde no quadro vermelho tem-se as sub-
classes de StructuralDomains que descrevem estruturas secundérias de proteinas.

A classe principal da PO é a ProteinOntology e possui as seguintes proprie-

dades:

20



v @ ProteinOntology
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Figura 3.1: Hierarquia de classes da Protein Ontology

e ProteinOntologylD: identificador da proteina na ontologia.

e ProteinOntologyDescription: uma descricao da proteina.

Detalhes e propriedades de residuos em uma seqiiéncia de proteina sao des-

critos como instancias do conceito Residues. Este conceito possui as seguintes pro-

priedades:

e Residue: a identificacao do aminoacido, formada por trés letras, ex. CYS.

e ResidueName: nome do residuo, ex. Cistina.
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e ResidueProperty: informagoes do residuo como sua féormula quimica; seu ta-

manho e letra identificadora, ex. C.

Cadeia de residuos sao descritas como instancias do conceito Chains. Uma
proteina pode ter mais de uma cadeia e cada uma delas é descrita como instancia

do conceito Chains. Este conceito possui as seguintes propriedades:

e Chain: a identificacao da cadeia, formada por uma letra, ex. A, B. Cada

cadeia numa proteina é identificada por uma letra do alfabeto.
e ChainName: nome da cadeia, ex. Cadeia A.

e ChainProperty: propriedades da cadeia.

Todos os dados de estrutura tridimensional dos atomos das proteinas sao
descritos como instancias do conceito Atoms. Um atomo é uma unidade de um
residuo. Um residuo é formado por varios atomos ligados quimicamente. Nas bases
de dados de proteinas, os registros de atomos descrevem as coordenadas atomicas
X, v, z e outras informagoes sobre cada dtomo no residuo. O conceito Atoms possui

as seguintes propriedades:

e Atom: letra que identifica o atomo. ex. H (hidrogénio), O (oxigénio).
e AtomlID: um ntumero sequencial que identifica o &tomo anotado pela ontologia.

o ATOMResSeqNum: numero sequencial que identifica o residuo na seqiiéncia

de residuos da proteina, do qual o atomo faz parte.
e Charge: carga elétrica no atomo.
e FElement: simbolo de elemento do dtomo.
e Occupancy: ocupacao ortogonal do 4&tomo na estrutura de cristal da molécula.

o Segmentldentifier: segmento especifico da molécula onde o atomo esta pre-

sente.

o TemperatureFactor: fator de temperatura do atomo.

X: coordenada X do atomo.
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Y: coordenada Y do atomo.

Z: coordenada Z do atomo.

o ATOM_ Chain: referéncia para a instancia do conceito Chains que descreve a

cadeia da qual o residuo onde o d4tomo se encontra faz parte.

_ATOM_Residue: referéncia para a instancia do conceito Residues que descreve

o residuo onde o atomo se encontra.

As familias e super familias de proteinas sao descritas como instancias do
conceito Family. Uma familia de proteinas é um grupo de proteinas relacionadas
evolutivamente e a super familia é um grupo de familias de proteinas. As informacoes
de familia e super familia com suas classificagoes estao registradas na base de dados

SCOP. O conceito Family possui as seguintes propriedades:
e ProteinFamily: familia da proteina.
e ProteinSuperFamily: super familia da proteina.

Ligacgoes quimicas do tipo ponte de hidrogeénio, ligacoes de residuos e pontes
salinas sao descritas como instancias do conceito AtomicBind. As bases de dados
de proteinas descrevem cada uma dessas ligacoes quimicas identificando os atomos
envolvidos nas ligagoes. Porém, cada instancia do conceito AtomicBind descreve as
informacoes de cada dtomo da ligacao individualmente. Os conceitos HydrogenBond,
ResidueLink e SaltBridge é que descrevem os dados da ligacao em si, reunindo os
atomos envolvidos na ligacao através de referéncias a instancias do conceito Atomic-

Bind para cada atomo da ligacao. Este conceito possui as seguintes atividades:

o AtomicBindResSeqNum: nimero sequencial do residuo na seqiiéncia de residuos

da proteina.
o AtomicBindSymmetry: operador de simetria.

o _AtomicBind_ATOM: referéncia para a instancia do conceito Atoms que des-

creve o atomo em questao que faz parte da ligacao quimica.

o _AtomicBind_Chain: referéncia para a instancia do conceito Chains que des-

creve a cadeia onde o atomo da ligagao quimica esta presente.
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o _AtomicBind_Residue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo onde o atomo da ligacao quimica se encontra.

O conceito HydrogenBond que descreve as ligacoes quimicas do tipo ponte

de hidrogénio possui as seguintes propriedades:

e _HydrogenBond_AtomicBindl: referéncia para a instancia do conceito Atomic-

Bind que descreve o primeiro atomo na ligacao.

e _HydrogenBond_AtomicBind2: referéncia para a instancia do conceito Atomic-

Bind que descreve o segundo dtomo na ligacao.

e _HydrogenBond_AtomicBindH : referéncia para a instancia do conceito Atomic-

Bind que descreve o atomo de hidrogénio na ligacao.

O conceito ResidueLink que descreve as ligacoes de residuos possui as seguin-

tes propriedades:

o _ResidueLink_AtomicBindl: referéncia para a instancia do conceito Atomic-

Bind que descreve o primeiro atomo na ligacao.

e _ResidueLink_AtomicBind2: referéncia para a instancia do conceito Atomic-

Bind que descreve o segundo atomo na ligacao.

O conceito SaltBridge que descreve as ligacoes quimicas do tipo potes salinas

possui as seguintes propriedades:

e _SaltBridge_AtomicBindl: referéncia para a instancia do conceito AtomicBind

que descreve o primeiro atomo na ligacao.

e _SaltBridge_AtomicBind2: referéncia para a instancia do conceito AtomicBind

que descreve o segundo atomo na ligagao.

Ligacoes quimicas do tipo ligacoes dissulfidicas e CIS peptideo sao descri-
tas como instancias do conceito Bind. As bases de dados de proteinas descrevem
cada uma dessas ligagdes quimicas identificando os residuos envolvidos nas ligagoes.
Porém, cada instancia do conceito Bind descreve as informacoes de cada residuo da

ligacao individualmente. Os conceitos DisulphideBond, C1SPeptide é que descrevem
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os dados da ligagao em si, reunindo os residuos envolvidos na ligacao através de re-
feréncias a instancias do conceito Bind para cada residuo da ligagao. Este conceito

possui as seguintes propriedades:

e BindResSeqNum: numero sequencial do residuo na seqiiéncia de residuos da

proteina.
e BindSymmetry: operador de simetria.

e _Bind_Chain: referéncia para a instancia do conceito Chains que descreve a

cadeia onde o residuo da ligagao quimica esta presente.

e _Bind_Residue: referéncia para a instancia do conceito Residues que descreve

o residuo em questao que faz parte da ligacao quimica.

O conceito DisulphideBond que descreve as ligagoes dissulfidicas possui as

seguintes propriedades:

e _DisulphideBond_Bind1: referéncia para a instancia do conceito Bind que des-

creve o primeiro residuo na ligagao.

e _DisulphideBond_Bind2: referéncia para a instancia do conceito Bind que des-

creve o segundo residuo na ligacao.

O conceito CISPeptide que descreve as ligagoes quimicas do tipo CIS peptideo

possui as seguintes propriedades:

o AngleMeasure: medida do angulo em graus formado pela ligacao.
e Model: identifica o modelo especifico.

o _(ISPeptide_Bind1: referéncia para a instancia do conceito Bind que descreve

o primeiro residuo na ligagao.

o _(CISPeptide_Bind2: referéncia para a instancia do conceito Bind que descreve

o segundo residuo na ligagao.
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O complexo protéico e as moléculas contidas nele sao descritos como instancias
do conceito Entry e seus sub-conceitos Description, Molecule e Reference.

Seqiiéncias de proteinas e dados de estrutura sao descritos como instancias do
conceito Structure e seus sub-conceitos ATOMSequence e UnitCell. ATOMSequence
representa as seqiiéncias de proteina e estruturas. UnitCell representa os dados
experimentais de cristalografia usado para obter a estrutura da proteina.

As estruturas secundarias heliz e sheet das proteinas sao descritas como
instancias do conceito StructureDomains. Sendo que a estrutura secundaria heliz é
descrita como instancia do sub-conceito Helix e a estrutura secundéria sheet como
instancia do sub-conceito Sheet. O conceito StructureDomains possui as seguintes

propriedades:

e _StrDomain_Family: referéncia para a instancia do conceito Family que des-

creve a familia da proteina onde se encontra a estrutura secundaria.

o _StrDomain_SuperFamily: referéncia para a instancia do conceito Family que

descreve a super familia da proteina onde se encontra a estrutura secundaria.

O conceito Heliz descreve cada estrutura secundaria helix existente na proteina.
Possui o sub-conceito HelixzStructure que descreve a composicao da estrutura. O

conceito Heliz possui as seguintes propriedades:

e HelizlD: identificador da heliz, formado por caracter alfanumérico.
e HelixClass: classe da heliz.
e HelizLength: tamanho da heliz.

e HelizNumber: nimero serial que identifica a heliz.

O conceito HelizStructure descreve a composicao de uma heliz, descrevendo
qual o residuo inicial da helix, qual o residuo final e a cadeia a qual pertence. Este

conceito possui as seguintes propriedades:

e HelizInitialResidueSeqNum: nimero sequencial do residuo inicial da helix na

seqiiéncia de residuos da proteina.
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e HelizEndResidueSeqNum: numero sequencial do residuo final da helix na

seqiiéncia de residuos da proteina.

e _Helix_Chain: referéncia para instancia do conceito Chains que descreve a

cadeia onde a helix esta presente.

e _Helix_InitialResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo inicial da heliz.

o _Heliz_EndResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que des-

creve o residuo final da heliz.

O conceito Sheet descreve cada estrutura secundéria sheet existente na proteina.
Possui o sub-conceito Strands que define a composi¢ao da estrutura. O conceito

Sheet possui as seguintes propriedades:

o SheetID: identificador da sheet.

o NumberStrands: numero de strands na sheet.

O conceito Strands descreve a composicao de cada strand existente na sheet.

Este conceito possui as seguintes propriedades:

o StrandNumber: nimero da strand.

e StrandInitialResidueSeqNum: numero sequencial do residuo inicial da strand

na seqiiéncia de residuos da proteina.

e StrandFEndResidueSeqNum: numero sequencial do residuo final da strand na

seqiiéncia de residuos da proteina.

o StrandCurrentResidueSeqNum: numero sequencial do residuo na strand cor-

rente.

o StrandCurrentResidueSeqNum: nimero sequencial do residuo na strand ante-

rior.

e StrandSense: sentido da strand em relacao a strand anterior na sheet. 0 se for

o primeiro, 1 se for paralelo, -1 se for anti-paralelo.
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e _Strand_Chain: referéncia para a instancia do conceito Chains que descreve a

cadeia onde a strand esta presente.

e _Strand_InitialResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo inicial da strand.

o _Strand_EndResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo final da strand.

o _Strand_CurrentATOM: referéncia para a instancia do conceito Atoms que

descreve o atomo na strand corrente.

o _Strand_ClurrentResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo na strand corrente.

e _Strand_PreviousATOM: referéncia para a instancia do conceito Atoms que

descreve o 4tomo na strand anterior.

e _Strand_PreviousResidue: referéncia para a instancia do conceito Residues que

descreve o residuo na strand anterior.

A classificagao de dominio funcional é descrita como instancia do conceito
FunctionalDomains. Este conceito descreve a fonte celular e a fonte do organismo
da proteina através de seu sub-conceito SourceCell, descreve a funcao bioldgica da
proteina através do sub-conceito BiologicalFunction e, descreve também, sitios ativos
de ligagoes da proteina através do sub-conceito ActiveBindingSites. Esses sitios
ativos de ligagoes sao descritos como uma colegao de varios grupos de sitios, definidos
através do conceito genérico SiteGroups.

As restri¢oes que afetam a conformagao estrutural final de uma proteina sao
definidas através do conceito Constraints. As restrigoes descritas na PO sao: defei-
tos genéticos presentes nos genes que estao presentes nas moléculas, propriedades
hidrofébicas de proteinas e modificacoes na seqiiéncia de residuos da proteina de-
vido a mudancas em ambientes quimicos e mutagoes. Essas restrigoes sao descritas
respectivamente pelos conceitos GeneticDefects, Hydrophobicity e Modified Residue.

No préximo Capitulo sera mostrada a aplicacao desta ontologia no processo

de predicao de estrutura de proteina.
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Capitulo 4

Reuso de conhecimento baseado
em ontologia na predicao de

estrutura de proteina

Ontologias possibilitam compartilhamento e reuso de conhecimento em dois
aspectos: a) reuso das préprias ontologias na constru¢do de novas ontologias ou
como parte de aplicagoes baseadas em conhecimento; e b) reuso de conhecimento
que é fundamentado em ontologias ou delas derivado.

Em [4] é proposto que em resolucao de problemas restringida por ontologia,
uma vez que a ontologia e o mecanismo geral de resolugao do problema estao estabe-
lecidos, instancias existentes de solugoes podem ser reusadas para produzir solugoes
para novas formulacoes do problema. Nesse cenario de reuso de conhecimento, tem-
se a descricao de problema através de uma ontologia, que fornece um vocabulario
formal, e o reuso de solugoes existentes por algum mecanismo de resolucao de pro-

blema que utiliza restrigoes ontolégicas, como mostra a Figura 4.1.

Reusao
e k“x
U Wocabulario Resolugdo do 7 = )
| ONTOLOGIA @ )—————————* _ SOLUGCAD
I\.,_q__ ____,-" PROEBLEMA ras,iringi-:la por
T— T antokogia L

Figura 4.1: Cenério de reuso de conhecimento. Adaptada de [4].

Esta técnica foi demonstrada no dominio de modelagem ecoldgica, onde des-
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crigoes de problemas consistem de dados ecoldgicos anotados com a ontologia Eco-
lingua [5] e as solugoes sao estruturas de modelos ecolégicos de simulagdo automa-
ticamente construidos a partir dos dados anotados. As estruturas de modelos pre-
viamente estabelecidos sao reusadas para construir novos modelos dadas anotagoes
de novos conjuntos de dados [3, 4].

Em termos gerais, isto é uma técnica de engenharia do conhecimento no qual:
i) dados que alimentam uma estrutura de modelo sdo anotados com uma ontologia
do dominio considerado; ii) estruturas sao abstraidas de modelos de referéncia exis-
tentes e suas caracteristicas casadas, ou associadas, com os conceitos ontolégicos
que descrevem os dados do dominio; iii) Desta forma, as estruturas de referéncia sdo
reusadas pra produzir novas estruturas de modelo compativeis com os novos dados.

A Figura 4.2 mostra um esquema deste processo de reuso de modelos de
referéncia por um mecanismo de modelagem na geracao de um novo modelo. Dados
anotados informam o mecanismo de modo que o modelo gerado seja consistente com

propriedades semanticas dos dados capturadas pela ontologia.

Modelo de referéncia Novo modelo

/ I FEuso MECANISMO DE /J
—_— N e [ :: =
%». MODELAGEM 1

@+0—+0

"L d

informacio

sds faaa [sww
X% fads

e

Dados descritos
por ontolog @

=

Vocabulirio
para descrigio

Conjunto de dados

ONTOLOGE .-"1.;..

Figura 4.2: Reuso de modelo estrutural. Adaptada de [4].

As estruturas de referéncia sao usadas como um esqueleto, sendo casadas
com as anotagoes de dados fornecidas. Para realizar este casamento, a estrutura de
referéncia é reduzida aos conceitos ontologicos que descrevem os dados do dominio.
O casamento ¢ realizado entre a estrutura de referéncia e a descricao do novo pro-

blema através da ontologia para verificar relacoes existentes entre esta estrutura e
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os dados anotados. A partir destas relacoes, um novo modelo compativel com os
novos dados é criado.

A predicao de estrutura de proteina pelo método de predi¢ao por homolo-
gia ja emprega o reuso de conhecimento, pois realiza a predicao da estrutura de
uma proteina desconhecida baseada em informacoes de estruturas de proteinas ja
conhecidas que possuem alguma relacao com a proteina de estrutura desconhecida.

Como vimos anteriormente, o compartilhamento e reuso de conhecimento
fundamentado em ontologia é possivel. Em [3] isto é feito no dominio da Ecologia
no processo de construcao de estruturas de modelos de simulacao. Aqui replicamos a
abordagem no dominio da Biologia Molecular, no processo de predicao de estrutura
de proteina utilizando a Protein Ontology (PO) descrita na Segao 3.

Analisando a Figura 4.2, onde temos o modelo de reuso de conhecimento ba-
seado em ontologia, vemos os dados oriundos de uma base de dados sendo anotados
por uma ontologia. Em nosso cenario, seguindo este modelo, temos entao dados
oriundos de bases de dados, sendo anotados pela PO. Como vimos na Secao 3, a PO
teve sua construcao baseado em certas bases existentes de dados sobre proteinas,
sendo sua principal referéncia a base PDB (Protein Data Bank). Baseados nesta
informagcoes, e apds verificar que os dados necessarios para o processo de predicao
poderiam ser recuperados desta base, neste trabalho tivemos a necessidade de cons-
truir uma ferramenta que realizasse a anotacao automatizada de dados do PDB com

a PO. Essa ferramenta é descrita na Secao a seguir.

4.1 Ferramenta de anotacao

Para anotar os dados de proteina com a PO, foi criada a ferramenta anotaPO,
construida em linguagem Perl, por ser uma linguagem apropriada para se trabalhar
com arquivos de texto, formato este usado pelo PDB para disponibilizar os dados
de proteinas armazenados nele.

Como a PO é escrita em OWL, a ferramenta anotaPO gera como saida dados
anotados em OWL. Como o projeto da PO, pela Universidade de Tecnologia de
Sydney, realiza um trabalho de gerar arquivos contendo os dados de uma proteina

anotados pela PO em OWL, criamos a ferramenta anotaPO de forma a gerar esses
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arquivos também em formato OWL.

A anotaPO realiza a tarefa de recuperar cada dado da base PDB e anotar o
mesmo com o conceito adequado na PO. A anotaPO identifica o conceito adequado
para anotar o dado através da sigla que identifica o dado na base PDB. A seguir te-
mos descrigoes das anotagoes de alguns dados de proteinas realizados pela anotaPO

onde sao citadas as siglas que identificam cada dado na base PDB.

Dados de atomos

Os dados sobre os atomos constituintes de uma proteina sao identificados na
base de dados pela sigla ATOM e contém dados de coordenadas atomicas x, y, z em
Angstroms de cada atomo, o residuo ao qual pertence, a cadeia da qual faz parte, a
fator de temperatura e a carga no atomo. Esses dados sao anotados pela ferramenta
com o conceito Atoms da PO. Abaixo um exemplo de dados de atomos anotados

com a PO.

<Atoms rdf:ID="AtomolInstance_18_22">

<X rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffloat">35.481</X>

<Y rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemafifloat">24.871</Y>

<Z rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffloat">25.772</Z>
<ATOMResSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemafint" >
4</ATOMResSeqNum>

<TempratureFactor rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemasjfloat">
18.76</TempratureFactor>

<Element rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
C</Element>

<Atom rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >CA</Atom>
<0Occupancy rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafifloat" >
1.00</0Occupancy>

<SegmentIdentifier rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
</SegmentIdentifier>

< _ATOM_Chain rdf:resource="#ChainInstance_18_A"/>

<AtomID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffint">22</AtomID>
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< _ATOM Residue rdf:resource="fResidue_Inst_20"/>
<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring" >
P0_18</ProteinOntologyID>

</Atoms>

No exemplo acima o que aparece em verde corresponde a identificagao dos
atributos da classe Atoms, onde aparece o nome do atributo e o tipo de dado com
o qual o atributo esta definido na ontologia. Em vermelho aparecem os dados. Por
exemplo, 35.481 é o valor da coordenada atomica x do atomo anotado e encontra-se
entre as tags <X rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafifloat">
e < /X> que correspondem ao atributo X da classe atomo, onde esse atributo re-
presenta a coordenada atomica x de um dtomo. A mesma estrutura é seguida para
os demais exemplos de anotacao com a PO que sao mostrados no decorrer deste

Capitulo.

Dados de residuos

Os residuos na base de dados PDB sao identificados com um cdédigo de trés
letras, ex: GLY. Os dados referentes a cada residuo como nome, peso molecular e
letra que identifica o residuo, ex. G, podem ser encontrados no PDB. Esses dados
sao anotados pela ferramenta com o conceito Residues da PO. Abaixo um exemplo

de residuo anotado pela PO.

<Residues rdf:ID="Residue_Inst_3">

<ResidueProperty rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
FORMULA: C5 H10 N2 03</ResidueProperty>

<ResidueProperty rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
MOLECULAR WEIGHT: 146.15</ResidueProperty>

<Residue rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring" >
GLN</Residue>

<ResidueName rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
GLUTAMINE</ResidueName>

<ResidueProperty rdf:datatype="http://wuw.w3.org/2001/XMLSchemafistring">

33



1-LETTER CODE: Q< /ResidueProperty>

</Residues>

Dados de cadeia

As proteinas sao formadas por cadeias e o PDB descreve as informacoes das
cadeias que constituem a proteina nos registros identificados pela sigla COMPND.
No PDB as cadeias sao identificadas por uma letra do alfabeto ou um nimero de 0
a 9, porém é mais frequente a utilizagao de letras. Além disso, COMPND contém
informagoes como nome da cadeia e demais propriedades que forem importantes
registrar sobre a cadeia. Essas dados sao anotados com o conceito Chains da PO.

Abaixo um exemplo.

<Chains rdf:ID="ChainInstance_18_B">

<Chain rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >B</Chain>
<ChainName rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemalistring">

CHAIN B</ChainName>

<ChainProperty rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafistring">
BETA CHAIN</ChainProperty>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafstring">
P0_18</ProteinOntologyID>

</Chains>

Identificagcao da proteina

Dados descrevendo as proteinas sao encontrados no registro identificado pela
sigla TITLE no PDB. Este registro contém informacgoes da proteina e do experimento
no qual esta foi analisada. E na verdade um resumo identificando o registro da
proteina. Esses dados sdo anotados com o conceito ProteinOntology da PO. Abaixo

um exemplo.
<ProteinOntology rdf:ID="ProtOntoInstance_18">

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">

P0_18</ProteinOntologyID>
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<ProteinOntologyDescription rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring">

CRYSTAL STRUCTURE OF THE COMPLEX OF BACTERIAL

TRYPTOPHAN SYNTHASE WITH THE TRANSITION STATE ANALOGUE

INHIBITOR 4-(2- HYDROXYPHENYLTHIO)-1-BUTENYLPHOSPHONIC ACID

</ProteinOntologyDescription>

Dados de ligagoes quimicas

As proteinas sao formadas por cadeias de aminoacidos constituidos de um
conjunto de atomos. Esses atomos se ligam através de ligagbes quimicas. As prin-
cipais ligagoes quimicas que podem ser encontradas em uma proteina sao Ponte
de Hidrogeénio, Pontes Salinas, Ligacao de Residuos, Ligagao CIS Peptidio e Ponte
Dissulfidica.

As Pontes de Hidrogenio de uma proteina estao especificadas, cada uma, nos
registros identificados pela sigla HYDBND no PDB. Nestes registros encontramos
informagoes como: identificacao dos dois dtomos que participam da ligacao, junta-
mente com a identificacao dos residuos ao qual esses atomos pertencem, as cadeias
das quais esses residuos fazem parte e o operador de simetria dos atomos. Além
disso, encontramos as informacoes do atomo de hidrogénio que participa da ligagao,
juntamente, também, com a identificacao do residuo ao qual pertence e a cadeia da
qual o residuo faz parte. Esses dados sao anotados com os conceitos HydrogenBond
e AtomicBind da PO. Onde o conceito AtomicBind anota os dados da ligacao em
si: os atomos participantes, com seus respectivos residuos e cadeias das quais os
residuos fazem parte, sendo que cada atomo da ligacao é um elemento da classe
AtomicBind. Ja o conceito HydrogenBond anota o par de AtomicBind que identi-

fica a ligacdo. Abaixo temos um exemplo de uma Ponte de Hidrogénio anotada pela

PO.

<AtomicBind rdf:ID"AtomicBindInstance 44_1">
< _AtomicBind Chain rdf:resource="fChainInstance 44 _A"/>
< _AtomicBind Residue rdf:resource="fResidue Inst_15"/>

<AtomicBindResSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffint" >
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64</AtomicBindResSeqNum>

<AtomicBindSymmetry rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring"> </AtomicBindSymmetry>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_44</ProteinOntologyID>

</AtomicBind>

<HydrogenBond rdf:ID="HydBondInstance_44_1">

< _HydrogenBond_AtomicBindl rdf:resource="fAtomicBindInstance 44_1"/>

< _HydrogenBond AtomicBindH rdf:resource="#AtomicBindInstance 44 2"/>

< _HydrogenBond AtomicBind2 rdf:resource="fAtomicBindInstance 44 3"/>
<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_44</ProteinOntologyID>

</HydrogenBond>

As pontes salinas existentes em um proteina sao descritas, cada uma, nos
registros identificados pela sigla SLTBRG. Nestes registros encontramos informacgoes
como: identificacao dos dois atomos que participam da ligacao, juntamente com a
identificagao dos residuos aos quais esses atomos pertencem, as cadeias das quais
esses residuos fazem parte e o operador de simetria dos atomos. Esses dados sao
anotados com os conceitos SaltBridge e AtomicBind da PO. O conceito AtomicBind
anota os dados da ligagao em si: os atomos participantes, com seus respectivos
residuos e as cadeias das quais os residuos fazem parte, sendo que cada atomo da
ligacao é um elemento da classe AtomicBind. Ja o conceito SaltBridge anota o par
de AtomicBind que identifica a ligacao. Abaixo temos um exemplo de ponte salina
anotada pela PO. Neste exemplo s aparece a anotagao com o conceito SaltBridge,
pois o AtomicBind é igual ao exemplo mostrado anteriormente na anotacao de Ponte

de Hidrogénio.
<SaltBridge rdf:ID="SaltBridgelInstance 47_1">

< _SaltBridge AtomicBindl rdf:resource="fAtomicBindInstance 47_1"/>

< _SaltBridge AtomicBind2 rdf:resource="fAtomicBindInstance 47 _2"/>
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pP0_47

</SaltBridge>

As ligacoes de residuos de uma proteina sao definidas, cada uma, nos registros
identificados pela sigla LINK. Nestes registros sao encontradas informacoes como:
identificacao dos dois atomos que participam da ligacao, a identificacao dos residuos
aos quais os atomos pertencem e as cadeias nas quais esses residuos estao presentes,
além do operador de simetria dos atomos. Esses dados sao anotados com os conceitos
ResidueLink e AtomicBind da PO. O conceito AtomicBind anota os dados da ligacao
em si: os atomos participantes, com seus respectivos residuos e cadeias das quais
os residuos fazem parte, sendo que cada atomo da ligacao é um elemento da classe
AtomicBind. J& o conceito ResidueLink anota o par de AtomicBind que identifica a
ligacao. Abaixo temos um exemplo de Ligacao de Residuo anotada pela PO. Neste
exemplo s6 aparece a anotacao com o conceito ResidueLink, pois o AtomicBind é

igual ao exemplo mostrado anteriormente na anotacao de ponte de hidrogénio.

<ResiduelLink rdf:ID="ResidueLinkInstance 44_1">
"fAtomicBindInstance 44 4"

"#AtomicBindInstance 44 5"

P0_44

</Residuelink>

As ligacoes CIS peptidicas de uma proteina estao especificadas, cada uma,
nos registros identificados pela sigla CISPEP no PDB. Nestes registros encontramos
informagoes como: identificacao dos dois residuos que participam da ligacao, iden-
tificacao das cadeias de cada residuo que participa da ligacao, o modelo especifico
da ligacao CIS e a medida do angulo em graus. Esses dados sao anotados com os
conceitos CisPeptide e Bind da PO. O conceito Bind anota os dados da ligacao em
si: os residuos participantes, com suas respectivas cadeias, sendo que cada residuo

da ligagdo é um elemento da classe Bind. Ja o conceito CisPeptide anota o par de
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Bind que identifica a ligagao, além do modelo e a medida do angulo. Abaixo temos

um exemplo de uma ligacao CIS Peptidica anotada pela PO.

<Bind rdf:ID="BindInstance_13_1">

< Bind Chain rdf:resource="fChainInstance 13_A"/>

< _Bind_Residue rdf:resource="fResidue_Inst_4"/>

<BindResSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafiint" >
372</BindResSeqNum>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</Bind>

<CISPeptide rdf:ID="CISPeplnstance_13_1">

< _CISPeptide Bindl rdf:resource="fBindInstance_13_1"/>

< _CISPeptide Bind2 rdf:resource="fBindInstance_13.2"/>

<AngleMeasure rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemafifloat">
20.75</AngleMeasure>

<Model rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafistring">0</Model>
<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</CISPeptide>

As pontes dissulfidicas existentes em uma proteina sao descritas, cada uma,
nos registros identificados pela sigla SSBOND no PDB. Nestes registros encontra-
mos informagoes como: identificacao dos dois residuos que participam da ligagao,
identificagao das cadeias de cada residuo que participa da ligacdo e os operadores
de simetria de cada residuo. Esses dados sao anotados com os conceitos Disulphide-
Bond e Bind da PO. O conceito Bind anota os dados da ligagao em si: os residuos
participantes, cadeias e operador de simetria, sendo que cada residuo da ligagao é
um elemento da classe Bind. Ja o conceito DisulphideBond anota o par de Bind
que identifica a ligacao. Abaixo temos um exemplo de uma ligagao do tipo ponte

dissulfidica anotada pela PO. Neste exemplo s6 aparece a anotacao com o conceito
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DisulphideBond, pois o Bind é igual ao exemplo mostrado anteriormente na anotagao

de CIS peptideo.

<DisulphideBond rdf:ID="DisulpBondInstance_1151_1">
"fBindInstance_1151_1"

"fBindInstance_1151_2"

P0O_1151

</DisulphideBond>

Dados de estrutura secundaria

As proteinas possuem niveis de estrutura até chegar a sua estrutura completa,
entre esses niveis temos a estrutura secundaria da proteina, como mostra a Segao
2.1. Essa estrutura secundaria é formada basicamente por pontes de hidrogénio
entre os atomos dos residuos. As principais estruturas secundarias encontradas em
uma proteina sao Alpha-Heliz, Beta-Sheet. No PDB sao registradas as estruturas
secundarias da proteina, sendo que em uma proteina pode existir qualquer uma
dessas estruturas combinadas. Por exemplo, uma proteina pode ter Alpha-Helix e
Beta-Sheets, s6 Alpha-Heliz ou s6 Beta-Sheet.

As estruturas Alpha-Heliz de uma poteina cadastrada no PDB sao descritas
pelos registros identificados pela sigla HELIX. Nestes registros podemos encontrar
informacao da estrutura secundéria como: o identificador da heliz, nome do residuo
inicial da heliz, a cadeia a qual o residuo inicial pertence, identificador do residuo
inicial na seqiiéncia de residuos da proteina, nome do residuo final, a cadeia do
residuo final, identificador do residuo final na seqiéncia de residuos, a classe da
heliz e o seu tamanho. Esses dados sao anotados com o conceito HelixStructure da

PO. Abaixo um exemplo de uma helix anotada.

<HelixStructure rdf:ID="HelixStructureInst_13_1">
"fChainInstance_13_A"
"fResidue_Inst_3"

"fResidue_Inst_5"
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<HelixEndResidueSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fint">8</HelixEndResidueSeqNum>

<HelixInitialResidueSegqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fint">2</HelixInitialResidueSeqNum>

<HelixLength rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafint" >
7</HelixLength>

<HelixClass rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
Right-handed alpha (default)</HelixClass>

<HelixNumber rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafint">
1</HelixNumber>

<HelixID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring" >
1</HelixID>

<HelixChain rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafstring">
A</HelixChain>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</HelixStructure>

As estruturas Beta-Sheets sao descritas no PDB pelos registros identifica-
dos pela sigla SHEET. Nestes registros encontramos informacao das estruturas se-
cundarias sheets como: numero de strands no sheet, nome do residuo inicial, a
cadeia do residuo inicial, identificador do residuo inicial na seqiiéncia de residuos da
proteina, nome do residuo final, a cadeia do residuo final, identificador do residuo
final, sentido do strand no sheet, além de informagoes sobre atomo, residuo e cadeia
do strand corrente e anterior. Esses dados sao anotados pelo conceito Strands da

PO. Abaixo um exemplo.

<Strands rdf:ID="StrandsInstance_13.2">

< _Strand Chain rdf:resource="ChainInstance 13_A"/>

< _Strand_CurrentATOM rdf:resource="fAtomoInstance_13_26380"/>
< _Strand CurrentResidue rdf:resource="fResidue_Inst_13"/>

<StrandCurrentResidueSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
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fint">22</StrandCurrentResidueSeqNum>

< Strand EndResidue rdf:resource="fResidue Inst 5"/>

< _Strand_InitialResidues rdf:resource="fResidue_Inst_13"/>

< Strand PreviousATOM rdf:resource="fAtomoInstance_13_28690"/>

< _Strand PreviousResidue rdf:resource="f#Residue_Inst_1"/>
<StrandPreviousResidueSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fint">327</StrandPreviousResidueSegNum>

<StrandEndResidueSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fint">26</StrandEndResidueSeqNum>

<StrandInitialResidueSeqNum rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fint">22</StrandInitialResidueSeqNum>

<StrandNumber rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffint">
2</StrandNumber>

<StrandsChain rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
A</StrandsChain>

<StrandSense rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafistring" >
1</StrandSense>

<NumberStrands rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemafint">
2</NumberStrands>

<SheetID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
A</SheetID>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
P0_13</ProteinOntologyID>

</Strands>
A ferramenta de anotagao automética criada, anotaPO, faz a anotacao dos

dados com a ontolgia, conforme mostrado nesta Secao. Outros dados anotados com

a anotaPO podem ser vistos no Apéndice A.
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4.2 Aplicacao da ontologia na predicao por homo-
logia

A predicao por homologia, como foi visto na Secao 2.2, possui quatro passos,
onde os passos 3 e 4 correspondem, respectivamente, aos passos de construgao e
avaliacao do modelo. A proposta deste trabalho é a aplicacdo da ontologia PO,
mostrada na Secao 3, utilizando os dados anotados com esta ontologia nos passos
3 e 4 do processo de predicao por homologia. Estes passos realizam a construcao
propriamente dita, onde sao tratados os dados de ligacoes quimicas e estruturas
secundarias que irao interferir diretamente na estrutura final da proteina alvo. Os
dados de ligacoes quimicas e estruturas secundarias podem ser anotados com a PO
e o proposto ¢é utilizar esses dados anotados com a PO na construcao da estrutura
da proteina, reusando, desta forma, o conhecimento baseado na ontologia.

A ferramenta Nest, descrita na Segao 2.2.1, realiza os passos 3 e 4 do processo
de predigdo por homologia e os passos de alinhamento e selegdo do(s) molde(s)
sao realizados por ferramentas de alinhamento. A ferramenta Nest ja recebe como
arquivo de entrada o alinhamento da seqiiéncia alvo com a(s) seqiiéncia(s) molde(s).

Nas Secoes seguintes é mostrada a estrutura da Nest e a reengenharia da
ferramenta Nest para que esta utilize os dados anotados como a PO, visto na Secao
anterior, realizando a predicao de estrutura de proteina por homologia assistida por

ontologia.

4.2.1 Classes da Nest

As principais classes da Nest que fazem parte do processo de predicao na
ferramenta Nest sao StrFmt, Pdb, Chn, Res, Atm, Mutate, PddFix. Um diagrama
contendo as principais classes da ferramenta Nest pode ser visto na Figura 4.3. Vale
ressaltar aqui a dificuldade de compreender o processo de predicao de estrutura
de proteina da ferramenta Nest, pois esta nao possui documentacao detalhando o
processo e nem o codigo-fonte possui documentacao explicando o significado das
classes, atributos e nem o funcionamento de cada método.

A classe StrFmt corresponde a formatagao da estrutura. Funciona como

uma classe principal que controla todo o processo de predicao, contendo métodos

42



Jg1auleled

Aiaua

poaa QAU+

a)eiry
SN

hug
J Al -
MEE unej
RS
[plpuod- %
Al -
aloul -
i -
158 - 1ED  18s -
Say
sla - b
uoqy -
e -
18 puodgy
ﬂ [¥lpuog -
[Zlpuogy -
wy iShiaky
T£au - |_

wiay -

i
uahias ,,
'

wy

uyy

~ uya -

plos: JeinByuod +
pioa: Qpead +
PIOAT (BI0WpES) + |

T
=
if]
=

plos : QUBLIEIDINIEGEISS +
s Qpzial + poa: Quendodisippesad +
PIod ; (AERLOIBSANIM + pios Qageliuaaedaid +
ploa: J0asa1elSaaIUNas + ploa; Jalowpesl +
ploa: Quspeay + pioa: QuaoiAuamaulas +
plos . QpuoguieaD + ploa: (8aeuns +
P04 QBINaSUIMpUL + pau - plon QaleyIyapms +
plo: Qusdssplas + pioa: Opeal +
pIoa: Dslaayseladpull + !
proa Qxjaueydiepul + sall ploa: OpOaTILIuIL +
plod QpuogqupiIng + > mon: Qdssppuogulas +
: \5._, \_/|_ ploA: Qaziundo +
IELD I - # Al -

pIoA (DBIEINLLIE + |_U_DE .

e

AR lauma -

g -

ploa: Jlsauas +
plas QRngsIases + el -
RIoa O EULEI + M_
plos QeEUgakaloEdg +
o Quiolaziundo + M_ 1= -
ploa: Qauiguing +
PIoa QL 4RS00 alEal + dn -
o Qazundo + M_
pion Qasxa +
plos: (eeinues + alow -
mon: Oaledald + M
ploa: QULAUBpG apow el +

s

is da ferramenta Nest

incipa

Digrama de Classes contendo classes pr

Figura 4.3

43



centrais do processo como: readModelAlgnFmt, prepare, exec, optimize, combine,
getstructure e setsecstructure. Posteriormente veremos onde esses métodos entram
no processo e o que fazem.

A classe Pdb representa um arquivo PDB. No caso da seqiiéncia molde, repre-
senta o arquivo PDB dessa seqiiéncia, contendo todas as informacoes da estrutura
molde. No caso da seqiiéncia alvo, representa o arquivo PDB de saida contendo
as informagoes da estrutura alvo no final do processo de predi¢ao. Durante o pro-
cesso essa classe Pdb representando a seqiiéncia alvo, sofre modificacoes em seus
dados, pois cada operagao de mutacao e otimizacao acarreta mudanca nos dados da
estrutura alvo, até chegar a estrutura final.

As classes Chn, Res e Atm sao classes que representam partes principais da
proteina: suas cadeias, residuos e atomos, respectivamente. A classe Chn possui um
atributo, de nome res, que corresponde a lista de residuos a ela pertencentes. Esse
atributo constitui uma lista encadeada do tipo Res.

O mesmo acontece com a classe Res. Esta possui o atributo atm que corres-
ponde ao conjunto de atomos que compoem o residuo. Este atributo constitui uma
lista encadeada do tipo Atm. Vale ressaltar a existéncia também de um atributo que
corresponde a lista de cadeias existentes em uma proteina, sendo que esse atributo
¢ da classe Pdb.

A classe Mutate representa todas as mutacoes que ocorrem durante o processo
para obter a estrutura alvo final. Corresponde aquela lista de operagoes como troca,
insercao e delecao de residuos, realizadas no processo, como descrito na Secao 2.2.1
sobre a Nest. E nesta classe que acontece a maioria das operagoes para construgao
da estrutura alvo final, como as mutagoes, as minimizagoes de energia e otimizagao
de estrutura.

A classe PdbFix representa o conserto da estrutura quando a seqiiéncia molde
possui dtomos e/ou residuos perdidos. Ela é responsavel por fixar esses problemas,
reinserindo o atomo ou residuo perdido nos dados da proteina armazenados nas clas-
ses da Nest. Utiliza as bibliotecas de rotamer para recuperar o atomo ou residuo
perdido. Rotamer é o nome dado a uma colecao de angulos que define uma con-
formacao particular de um residuo freqiientemente vista em proteinas. As bibliotecas

de rotamer sao geradas através de andlises estatisticas sobre estruturas moleculares
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conhecidas [7].
Na proxima Segao é descrito o processo de predi¢ao na Nest, mostrando como

as classe e seus métodos, citados nesta Secao, participam do processo.

4.2.2 Processo de predicao na Nest

O processo de predicao na Nest é executado a partir da chamada ao exe-
cutavel nest e inicia com a leitura das informagoes do arquivo de entrada contendo o
alinhamento entre a seqiiéncia alvo e a seqiiéncia da estrutura molde. Essa atividade
é realizada pelo método readModelAlgnFmt, da classe StrFmt. Esse método lé
cada bloco de alinhamento, caso haja mais de um, e armazena nos atributos da
classe as informagoes das seqiiéncias. Um diagrama contendo parte do processo de
predicao na Nest ¢ mostrado na Figura 4.4.

Apos a leitura das seqiiéncias, é chamado o método prepare. Este método
é responsavel por realizar as atividades de preparagao dos dados a serem utilizados

no processo de predicao. Algumas das atividades realizadas por este método sao:

e checagem das informagoes de seqiiéncia, para saber se estao corretas, como o

nimero inicial e final dos residuos e a identificacao da cadeia.
e retirada dos gaps nos atributos que guardam a seqiiéncia de residuos.

e recuperacao das estruturas nos arquivos PDB, realizando as devidas operacoes

de organizacao e checagem dessas informacoes.
e cstabelecimento da estrutura secundaria.

e preparacao de objetos da classe Mutate, definindo os atributos necessarios.
Essa atividade é realizada através da chamada ao método setnest da classe
StrFmt. Este método realiza um cépia das informacoes de seqiiéncia alvo,
seqiiencia molde e estrutura molde para os atributos equivalentes na classe
Mutate, pois é nesta classe que serao feitas as modificacoes na estrutura
molde para se chegar na estrutura alvo, com base nas informagoes das duas

seqiiencias.

A atividade de recuperacao da estruturas nos arquivos PDB, citada anterior-

mente, é realizada pelo método getstructure da classe StrFmt. Esse método realiza
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Figura 4.4: Digrama de seqiiéncia contendo parte do processo de predi¢ao na Nest

a leitura dos arquivos PDB através do método read da classe Pdb. E no método
read que os objetos das classes Chn, Res, Atm sao criados e seus atributos preenchi-
dos, armazenando todas as informacoes da estrutura molde. Além disso, o método

getstructure verifica se existe atomo perdido na estrutura molde recuperada, caso
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haja, chama métodos da classe PdbFix para resolver esse problema.
A atividade de estabelecimento da estrutura secundaria é realizada pelo

método setsecstructure da classe StrFmt. Esse método realiza as seguintes ativi-

dades:

e (Calcula as pontes de hidrogénio existentes na estrutura molde, através da

chamada ao método buildhbond da classe Chn.

e Calcula as Alpha-heliz e Beta-Sheet existentes na estrutura molde, através da

chamada ao método setdsspstr da classe Chn.

e Organiza a estrutura secundaria no objeto da classe Res, dando ao atributo sec
desta classe o valor ’-’ para cada residuo que nao tem o valor ’h’ ou e’ neste
atributo. Este atributo, sec, guarda a informacao de estrutura secundéria
da proteina, ficando com o valor e’ se o residuo em questao estd presente
em um estrutura beta-sheet, o valor ’h’ se o residuo estd presente em uma
estrutura alpha-heliz e o valor -’ caso nao pertenca a nenhum desses dois

tipos de estrutura secundaria. Essa atividade ¢é realizada através da chamada

ao método setthreestatesec da classe Chn.

Apo0s essa fase de preparacao, comeca entao a construcao da estrutura alvo.
Para realizar essa construcao é chamado inicialmente o método exec da classe
StrFmt. A primeira atividade deste método é a chamada ao método actmutate0O da
classe Mutate, onde se concentra a construcao da estrutura alvo. Apds a chamada
ao actmutate0 ¢ chamado o método optimize da classe Mutate, para realizar uma
otimizacao da estrutura, levando em consideracao a minimizacao de energia.

O método actmutateO realiza varias operacoes na estrutura molde para
se chegar a estrutura alvo. Uma das atividades iniciais desse método é realizar a
troca (mutagao) dos residuos da seqiiéncia molde pelos residuos da seqiiéncia alvo
que estao alinhados e sao diferentes. Consideremos, por exemplo, um arquivo de
entrada para a ferramenta Nest com o alinhamento a seguir. Todos os residuos que
aparecem em vermelho sofrerao troca, ou seja, o residuo da seqiiéncia molde sera
trocado pelo residuo da seqiiéncia alvo, que encontra-se na mesma posi¢ao dentro

da seqiiéncia, isto €, que esta alinhado com o primeiro.
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molde: MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNTN
alvo : MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNCN

molde: GVITKDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKMKPMYDSMDAVRRAAMMNMMFQMGETR
alvo : GVITKDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRCALINMVFQMGETG

molde: MAGFTNSMRMMQQKRWDEAAVNMAKSRWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYK
alvo : VAGFTNSLRMLQQKRWDAAAAALAAAAWAAATPNRAKRVITTFRTGTWDAYK

Além da troca de residuos, este método realiza insercoes e delegoes de residuos
nas posicoes adequadas e realiza cédlculo de energia para fazer as operagoes sobre
a estrutura molde chegando a uma estrutura alvo com a menor energia possivel.
O método utiliza em todo seu processo bibliotecas de rotamer, para auxiliar na
montagem da estrutura alvo.

Durante todo o processo de construgao da estrutura tridimensional da seqiiéncia
alvo, a classe Mutate, através de seus métodos de construcao como o actmutateO,
utiliza, entre outras informacoes, a estrutura secundaria da estrutura molde, ar-
mazenada no atributo dssp desta classe e transferida para esse atributo na fase de
preparacao da predicao, sendo recalculada em varios pontos da etapa de criacao e
calculada também no inicio da preparacao para construcao. Esses dados influenciam
na estrutura final da proteina, pois esta é constituida: pelas liga¢oes simples entre os
residuos, formando sua estrutura primaria; pelas ligacoes de pontes de hidrogénio,
formando sua estrutura secundaria; e pelas demais ligagoes como Pontes Salinas,
Pontes Dissulfidias, ligagoes CIS Peptidio, formando como um todo a estrutura tri-
dimensional total da proteina.

Apoés a etapa de criacao da estrutura alvo e sua otimizacao, a ferramenta
Nest, realiza a composicao de estruturas, caso a entrada do alinhamento para a
ferramenta tenha uma composicao de moldes. Em seguida, faz a combinacao dessas
estruturas compostas.

Finalmente, o processo é finalizado com uma verificagao da estrutura final

resultante que é escrita em um arquivo de saida no formato PDB.
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4.2.3 Reengenharia da Nest gerando a Nest2

Ao analisar o processo seguido pela ferramenta Nest para predicao da es-
trutura alvo, verifica-se que os dados de estrutura secundaria sao calculados em
varios pontos dentro do processo, gerando uma certa perda de informagao sobre a
estrutura secundaria. Esta perda corresponde a residuos da seqiiéncia que deveriam
ser identificados como participantes de estruturas secundarias, porém através dos
calculos esses residuos nao sao identificados como participantes de nenhuma estru-
tura secundaria. Este trabalho propoe um processo de predi¢ao de estrutura de
proteina por homologia mais rico em conhecimento, onde dados da estrutura se-
cundaria molde anotados por uma ontologia sao utilizados, levando a melhorias no
desempenho do processo.

Ao determinar quais dados anotados pela ontologia devem ser inseridos no
processo de predicao, é necessario definir em que parte do processo os dados anotados
pela ontologia devem ser inseridos para obter o reuso de conhecimento baseado em
ontologia.

Como dito na Secao 2.2.1, a ferramenta Nest implementa os passos 3 e 4 do
processo de predicao de estrutura de proteina por homologia, que correspondem a
construcao de um modelo da proteina alvo e a avaliagao do modelo, respectivamente.
Dentro do passo de construgao na ferramenta Nest, nota-se a utilizacao da estrutura
secundaria em certos pontos, sendo esta calculada em varios desses pontos, como na
preparacao para a predigao, troca (mutagao) de residuos e em outros. A estrutura
secundaria é ainda calculada na fase de otimizacao da estrutura sendo gerada.

Baseados nessa andlise, define-se entao que nos pontos onde ocorre o célculo
da estrutura secundaria da proteina, devem ser inseridos os dados anotados pela
ontologia, para que o processo obtenha o ganho desejado.

Para explicar melhor como os dados anotados devem ser inseridos na onto-
logia vemos a necessidade de mostrar como os dados de estrutura secundaria sao
trabalhados na ferramenta Nest.

A estrutura secundaria dentro da ferramenta é classificada com as letra 'h’

Y

e ’e’ representando alpha-heliz e beta-sheet, respectivamente, e -> quando nao é
nenhuma das duas. Essa classificagao é feita para cada residuo da seqiiéncia molde

e conseqiientemente em cada residuo da seqiiéncia alvo, por ser construida com base
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na estrutura molde. A seguir um exemplo da forma como a estrutura secundéria é
classificada na ferramenta. No exemplo temos um alinhamento de entrada com as
seqiiéncias molde e alvo e a classificacao. O caracter -’ que aparece na seqiiéncia

alvo representa gap no alinhamento.

est sec: ----eee—————- eeee—e--eeee-———eeee-eeeece———eeeeeeee——————
s molde: CPTLGEAVTDHPDRLWAWEKFVYLDEKQHAWLPLTIEIKDRLQLRVLLRREDVVLG
s alvo : ---AGEDVGAPPDHLWVHQEGIYRDEYQRTWVAVVEEETSFLRARV--QQIQVPLG

est sec: ----hhhh--—-—-—--- eeee————-— eee————eeee—ceeee——ceeeeeceee——-
s molde: RPMTPTQIGPSLLPIMWQLYPDGRYRSSDSSFWRLVYHIKIDGVEDMLLELLPDD
s alvo : DAARPSHLLTSQLPLMWQLYPEERYMDNNSRLWQIQHHLMVRGVQELLLKLLPDD

No exemplo anterior existem gaps na seqiiéncia alvo onde na estrutura molde
existem residuos participantes de estrutura beta-sheet, mostrados em vermelho no
exemplo. Durante o processo de predicao na Nest, com a retirada dos gaps a es-
trutura secundaria para a seqiiéncia alvo fica da forma a seguir, a parte vermelha

mostra a area onde ocorre a mudanca contendo beta-sheet:

est sec: -—eee~—————-— eeee—e——eeee———-—eeee—eeeee———eeeeee~—————

s alvo : AGEDVGAPPDHLWVHQEGIYRDEYQRTWVAVVEEETSFLRARVQQIQVPLG

est sec: ----hhhh-——-——--- eeee————-— eee————eeee—ceceece——eceeeeececee———

s alvo : DAARPSHLLTSQLPLMWQLYPEERYMDNNSRLWQIQHHLMVRGVQELLLKLLPDD

Para realizar entao a predicao da estrutura tridimensional com reuso de co-
nhecimento baseado em ontologia, é feito um casamento entre as informacoes de
residuo da seqiiéncia molde, e consequentemente da seqiiéncia alvo por existir o
alinhamento entre elas, e os dados de estrutura secundaria da estrutura molde ano-
tados com a ontologia pelos conceitos HelixStructure e Sheets. Tendo, desta forma,
a montagem da estrutura alvo. E claro que este casamento é feito em varios pontos

do processo, pois como foi dito anteriormente a estrutura secundéria é calculada em
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varios pontos do processo.

Para implementar esse casamento no processo, € necessario criar uma inter-
face entre a ferramenta Nest construida em C+4, uma linguagem orientada a objeto,
e arquivos no formato XML onde encontram-se os dados anotados com a ontologia
no padrao OWL. Para isso, foi utilizada a biblioteca libxml2 [20], que contém fungdes
de interface entre C++ e formato XML. A libxml2 é uma biblioteca de fung¢oes para
manipular dados em XML e trata o arquivo XML como uma estrutura contendo
uma arvore de elementos.

Como os métodos para calcular a estrutura secundaria na ferramenta Nest
encontram-se na classe Chn, pois esta contém a lista de residuos da proteina, de-
vemos criar entao os métodos implementando o reuso de conhecimento baseado em
ontologia dentro desta mesma classe. Além disso, todos os pontos onde os métodos
para o calculo sao utilizados sao modificados para usar os novos métodos criados.
Com isso a ferramenta passa a nao mais calcular a estrutura secundéaria e sim reusar
dados de estrutura secundaria anotados com a ontologia. Este calculo feito pela
ferramenta Nest tem como objetivo definir que residuos participam de estruturas
secundérias e de que tipo (Heliz ou Sheet) sdo essas estruturas, além de determi-
nar as ligacoes quimicas existentes entre os atomos dos residuos que compoem a
proteina. Com os dados anotados com a ontologia essas informagoes de estruturas
secundarias ja podem ser reusadas pela ferramenta para a definicao direta das es-
truturas secundarias existentes na proteina e que residuos fazem parte delas. Isso
é feito através do casamento entre residuos da seqiiéncia e os residuos da estrutura
anotada.

Os principais métodos criados para o reuso baseado em ontologia sao parse-
Doc e buscaEstSec. A Figura 4.5 mostra parte do processo de predi¢ao na ferramenta
Nest2. O método parseDoc, que utiliza a libxml2 para interface com o arquivo XML,
é responsavel por casar os tipos de estrutura secundaria com as existentes na es-
trutura molde e recuperar dados de estrutura secundaria anotados com a ontologia
através da chamada dos métodos parseHelix e parseStrand, gerando como resultado
uma lista com todos os dados recuperados. O método buscaEstSec é responsavel por
realizar o casamento entre os residuos da proteina e os dados recuperados para clas-

sificar os residuos, determinando se os residuos pertencem ou nao a alguma estrutura
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secundaria e qual é esta estrutura, Heliz ou Sheet.
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Figura 4.5: Diagrama de seqiiéncia contendo parte do processo de predi¢ao na Nest2

Para criar a interface e realizar a comunicagoes com o arquivo XML, o método
parseDoc primeiramente cria um variavel do tipo xmlDocPtr que servira como um

ponteiro para a estrutura contendo a arvore de elementos do arquivo XML. Esse
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ponteiro passa a apontar para a estrutura no momento em que o arquivo XML é car-
regado pela funcao xmlParseFile, que tem como parametro o nome do arquivo XML,
e retorna um ponteiro para a estrutura. Apods carregar o arquivo, o método parseDoc
recupera entao o elemento raiz da arvore e atribui a uma varidvel chamada cur, do
tipo xmINodePtr, que corresponde a um ponteiro para um elemento (né) da arvore.
Em seguida percorre a arvore através dos comandos cur->xmlChlindrenNode que
recupera o primeiro né filho do né corrente e cur->next que recupera o proximo
no irmao do né corrente. Para recuperar o conteiido de um determinado elemento
¢ usada a funcao xmlNodeListGetString e, quando esse conteiido nao é mais ne-
cessario, o método utiliza a funcao xmlFree para liberar a memoria usada por esse
contetudo recuperado. Apds finalizar suas operacoes com o arquivo XML, o método
libera o arquivo com a funcao xmlFreeDoc.

Seguindo a seqiiéncia de passos do diagrama mostrado na Figura 4.5, o pro-
cesso comecga com uma requisicao do pesquisador tendo como entrada o arquivo de
alinhamento, o arquivo pdb, contendo a estrutura molde, e o arquivo owl, gerado
pela ferramenta anotaPO, contendo os dados da estrutura molde anotados com a
Protein Ontology. A ferramenta Nest2 realiza entao a leitura do arquivo de alinha-
mento através do método (readModelAlgnFmt). Em seguida prepara os dados para
o processo de predicao, através do método prepare, descrito na Secao 4.2.3, recu-
perando a estrutura molde do arquivo pdb. Apéds esse passo é chamado o método
parseDoc, que realiza um parse no arquivo contendo os dados anotados com a
PO, realizando um casamento entre os tipos de estruturas secundarias existentes
e as estruturas secundarias da estrutura molde, gerando como resultado uma lista
com os dados recuperados. Esses dados sao usados posteriormente na definicao das
estruturas secundarias da sequiéncia alvo através do método buscaestSec.

Apoés a chamada ao parseDoc é preparada a classe Mutate onde a construgao
da estrutura alvo é realizada, através do método setnest. Em seguida é setada, num
primeiro momento, a estrutura secundaria da seqiiéncia alvo, comecando com calculo
das pontes de hidrogénio existentes e depois a determinacgao da estrutura secundaria
da seqiiéncia alvo através do método textbfbuscaEstSec. O buscaEstSec realiza o
casamento entre os residuos da proteina e os dados anotados com a PO, recuperados

pelo método parseDoc e desta forma classifica os residuos quanto ao tipo de estru-
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tura secundaria participante. Este método, juntamento com o parseDoc, substituem
o calculo realizado pela ferramenta Nest para determinar a estrutura secundaria da
estrutura alvo. Apds esse passo ocorre a execucao da lista de operagoes de mutacao,
a evolucao artificial citada na Secao 2.2.1, para se alcancar a estrutura alvo final,
que seja mais proxima da estrutura nativa. Isso é feito através do método exec e os
métodos chamados por ele, como acmutate0 e optimize. Durante esse processo
os métodos que implementam o reuso de conhecimento baseado em ontologia sao
utilizados novamente substituindo os calculos realizados durante o processo para
determinacao da estrutura secundaria. O processo termina entao com a escrita do
arquivo final no formato pdb contendo a estrutura alvo final.

Resumindo as principais diferencas entre a Nest e a Nest2, temos os calculos
para determinacao dos dados de entrutura secundaria, que sao realizados em vérios
pontos na Nest, sendo substituidos pelos dados anotados com a ontologia na Nest2.
Esses calculos realizados pela Nest acarretam em perda de informacao, pois residuos
que deveriam ser identificados como participantes de estruturas secundarias nao sao.
Na Nest2 tem-se uma definicao direta das estruturas secundarias com a utilizagao
de dados anotados com a PO e com isso uma melhoria no desempenho e reducao da
perda de informagao.

A Figura 4.6 mostra a instanciacao da Figura 4.2 para o mecanismo da Nest2.
Nela podemos ver os dados do PDB como o conjunto de dados sendo anotados pela
Protein Ontology. Estes dados anotados pela Protein Ontology sao utilizados pelo
mecanismo de modelagem da Nest2 para gerar a estrutura da proteina alvo, tendo
como base a estrutura molde sendo reusada.

Diferentemente do que foi implementado em [3], onde o processo de reuso é
realizado em prolog, que facilita o casamento de informacao, no caso do reuso por
ontologia no processo de predicao, a técnica tem que ser adaptada para realizar de
forma mais eficiente possivel esse casamento de informagoes em linguagem orientada
a objeto. Por isso, a adaptagao da técnica para o processo de predicao de estrutura
nao pode ser feito de forma trivial, tendo que ser adequado a tecnologia usada pela
ferramenta Nest e a ontologia PO.

Ap6s a modificacao na ferramenta, criando entao a ferramenta Nest2, foram

realizados testes e comparagoes entre os resultados da predicao fornecidos por ambas
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as ferramentas. Esta avaliagao serd descrita no Capitulo a seguir.

Estrutura molde )
Estrutura alvo

/ﬁ ® FERRAMENT,
Q'\':/” — " NesT2 | = - If.\‘.l
Q

informacio

KK
Dades de estrutura
descritos pela PO

A

| Vocabulirio

Dados do PDB ipnrn descricio
]

Figura 4.6: Mecanismo de modelagem da Nest2

35



Capitulo 5

Avaliacao da ferramenta Nest2

No Capitulo anterior foi mostrado como a Protein Ontology ¢é aplicada na
ferramenta de predicao Nest, para implementar o reuso de conhecimento baseado em
ontologia, gerando a ferramenta Nest2. Nosso objetivo neste Capitulo é mostrar os
testes realizados com a Nest e Nest2, comparando as duas ferramentas, e a avaliacao
dos resultados destes testes. Estes testes correspondem a execucao das ferramentas
Nest e Nest2, para comparacao de tempo de execucao entre elas e comparacao das
estruturas geradas com as duas ferramentas.

A hipétese experimental deste trabalho é que a Nest2, com o reuso de conhe-
cimento baseado em ontologia, tenha ganho de desempenho (tempo de execugao)
em relacao a Nest e um ganho de qualidade nas estruturas geradas.

Para realizar os testes foram criados scripts (arquivos .sh) contendo as chama-
das de execucao da ferramenta de predicao para cada alinhamento de entrada, regis-
trando para cada execucao da ferramenta o horario de inicio e término de execucao,
através de uma funcao do sistema operacional, tanto com a ferramenta Nest quanto
com a ferramenta Nest2. Com esse registro de horarios, foi calculado o tempo de
execucao de cada predicao realizada pela Nest e pela Nest2. Em seguida foi feita a
comparacgao entre o tempo de execucao de cada predicao de estrutura da seqiiéncia
alvo na Nest2 com o tempo de predigao da mesma seqiiéncia alvo na Nest. Com
essa comparacao foi registrado se a Nest2 executou cada predicao num tempo me-
nor, maior ou igual a Nest. O computador usado para executar os scripts e realizar
a avaliagdo foi um NoteBook HP AMD Athlon(tm) XP2500+, 519 Mhz, 192MB de

RAM, com sistema operacional Linux Red Hat.
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Os alinhamentos de entrada selecionados para a realizagao dos testes foram os
mesmos utilizados no artigo [18], que realizou uma avaliacao de vérias ferramentas
colocando a Nest como umas das trés melhores. Estes alinhamentos sao de proteinas
de uma mesma familia. Foi selecionada uma amostra de 290 alinhamentos entre
os usados pelo artigo [18], porém, como 4 arquivos de alinhamento estavam com

problema, somente 286 alinhamentos foram usados nos testes.

5.1 Avaliacao de desempenho

Avaliando os resultados dos testes, em relagao ao desempenho, verificamos
que a Nest2 teve um tempo de execucao menor em 48% da amostra de 286 seqiiéncias
alvo, onde 45 estruturas foram geradas pela Nest2 em tempo maior que a Nest,
103 foram geradas em tempo igual e 138 em tempo menor, resultando no grafico
mostrado na Figura 5.1.a. Todos os tempos de execucao medidos nos testes podem
ser vistos na Tabela do Apéndice B onde encontram-se os nomes dos arquivos de
alinhamento, os tempos de execucao da Nest, da Nest2, e indicagoes de tempo de
execucao menor, maior ou igual da Nest2 em relacao a Nest.

a) b)

O 16%

@48%

(& Menor Bigual OMaior | [Estrutura igual B Estrutura diferente |

Figura 5.1: a) Gréfico percentual comparativo de tempo de execucao da Nest2 em

relagao a Nest b) Gréfico de comparagao entre estruturas geradas pela Nest2 e Nest

O grafico na Figura 5.1.b, mostra que 42% das 286 seqiiéncias da amostra
tiveram estruturas geradas pela Nest2 iguais as estruturas geradas pela Nest e, 58%
tiveram estruturas diferentes. Dentre as estruturas diferentes geradas pela Nest2,
podem existir estruturas com qualidade inferior ou superior as geradas pela Nest.

Fizemos entdo uma avaliagdo de desempenho (tempo de execugao) considerando
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apenas as estruturas iguais, por ser mais acurada a comparagao entre tempos de
execugao na geracao, pelas duas ferramentas, de estruturas iguais. Como resultado,
tivemos, das 120 estruturas iguais, 8 geradas pela Nest2 em tempo maior que a
Nest, 68 geradas em tempo igual e 48 geradas em tempo menor, resultando no
grafico mostrado na Figura 5.2, onde podemos ver que 40% das estruturas iguais
foram geradas em tempo menor pela Nest2. Este grafico também nos mostra que,
para as estruturas iguais, a ferramenta Nest2 realizou a predicao de estruturas de

proteinas com tempo igual ou menor do que a Nest em 93% da amostra.

OT%

[mMenor migual CMaior |

Figura 5.2: Grafico percentual comparativo de tempo de execucao da Nest2 em

relacao a Nest para estruturas iguais

Este comparativo entre as ferramentas Nest e Nest2, onde a segunda inclui
dados anotados por uma ontologia do dominio de estrutura de proteina no processo
de predicao, demonstra que agregar a ontologia ao processo leva a uma melhoria de
desempenho em termos de tempo de execucao.

Quanto as estruturas diferentes geradas pela Nest2, isso ocorre por fatores
como perda de informacao. Como dito no capitulo anterior, nés observamos que
em relacao a estrutura secundaria ocorre uma certa perda de informacao quando a
ferramenta Nest calcula a estrutura secundaria ao invés de reusar o conhecimento
sobre a estrutura secundaria da estrutura molde. Com a aplicagao do reuso de
conhecimento baseado em ontologia, através da utilizacao dos dados de estrutura
secundaria anotados pela ontologia, a Nest2 gera estruturas diferentes com possiveis
mudancas na qualidade das estruturas geradas em relagao aquelas da Nest. Para as
estruturas iguais, citadas anteriormente, a qualidade delas é a mesma.

Das 166 estruturas diferentes, correspondendo a 58% do total da amostra, 37
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foram geradas pela Nest2 em tempo maior que a Nest, 39 foram geradas em tempo
igual e 90 foram geradas em tempo menor, resultando no grafico mostrado na Figura

5.3.

m55%

[EMenor Bigual OMaior |

Figura 5.3: Grafico percentual comparativo de tempo de execucao da Nest2 em

relacao a Nest para estruturas diferentes

Verificando o tempo de cada execucao da Nest e Nest2, calculando o At para
cada execucgao e tirando a média geral dos At temos como resultado que a Nest2
realiza a predicao em média 0,81s mais rapido que a Nest. Vale ressaltar que a mai-
oria das predicoes foram realizadas tanto pela Nest quanto pela Nest2 em segundos,
pelo fato das estruturas selecionadas para avaliagdo nao serem grandes/complexas.
A predicao que levou mais tempo para ser realizada, dentre a amostra utilizada,
finalizou em 26m31s com a Nest e com a Nest2 finalizou em 23mb4s, como mostra
a Tabela do Apéndice B, tendo uma diminuicao de 2m37s no tempo de execucao da

Nest2 em relacao a Nest.

5.2 Avaliacao de qualidade

O critério de qualidade considerado para uma estrutura resultante de um
predicao ¢é sua similaridade em relacao & estrutura nativa, a estrutura em que a
proteina realiza sua fun¢ao na célula. Em [18] foram usadas as medidas RMSD e
MaxSub para avaliar a qualidade das estruturas resultantes em relacao as estruturas
nativas.

O RMSD (Root Mean Square Deviation) é a medida mais comum para ve-

rificagdo de similaridade estrutural entre um modelo e uma estrutura correta (a
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estrutura nativa). Mede a distancia entre dois dtomos equivalentes, depois de uma
superposicao das estruturas molde e nativa. Quanto menor o desvio, melhor a es-
trutura [18]. O CA-RMSD ¢ a media sobre os dtomos Ca.

O MaxSub calcula um escalar no intervalo de 0 a 1 que mede a similaridade
de um modelo e sua estrutura correta (nativa) correspondente, determinada através
de experimentos, onde 0 indica um modelo completamente errado e 1, um modelo
perfeito [16]. Dessa forma, quanto maior o valor de MaxSub, melhor a estrutura.

Para avaliar a qualidade das estruturas, calculamos os valores RMSD de
cada estrutura resultante em relagao a estrutura nativa, tanto para as estruturas
geradas pela Nest2 quanto para as geradas pela Nest. Apds esses cédlculos foi feita
a comparacao de cada valor para cada estrutura, registrando se a Nest2 gerou uma
estrutura mais similar a estrutura nativa do que a Nest, se gerou uma estrutura
igual, ou menos similar. Esse registro pode ser visto na Tabela do Apéndice B.
Assim como em [18], foi usado o CA-RMSD. Além dos valores de CA-RMSD, foi
calculado também o MaxSub de cada estrutura pois, como dito em [18], o RMSD
sozinho nao é suficiente para determinar a qualidade de uma estrutura, sendo o
MaxSub utilizado como uma informacao complementar. O resultado dos céalculos
de MaxSub e RMSD, apds a comparacao entre os valores da Nest e Nest2 podem
ser vistos na Tabela do Apéndice B.

Analisando os resultados dos cédlculos de RMSD e MaxSub, sobre as 166
estruturas diferentes, e levando em consideragao que quanto menor o desvio (valor

do RMSD) e maior o MaxSub melhor a qualidade da estrutura, verificamos:

e 51 estruturas geradas pela Nest2 com qualidade igual as das estruturas corres-
pondentes geradas pela Nest, dado que os valores de RMSD e MaxSub foram

iguais aos das estruturas correspondentes geradas pela Nest.

e 38 estruturas geradas pela Nest2 com qualidade inferior as das estruturas
geradas pela Nest, dado que para 26 destas o desvio aumentou e o MaxSub
diminuiu e para demais 12 estruturas o MaxSub manteve-se, porém houve

aumento do desvio.

e 23 estruturas de dificil anélise de qualidade, pois destas 14 tiveram diminuicao

do desvio e diminuigao do MaxSub e 9 tiveram aumento do desvio e aumento
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do MaxSub.

e 54 estruturas geradas pela Nest2 com qualidade superior as das estruturas
geradas pela Nest, dado que para 28 destas o desvio diminuiu e o MaxSub
aumentou e para as demais 26 estruturas o MaxSub manteve-se, mas houve

diminuicao do desvio.

Com isso, temos como resultado de qualidade os percentuais mostrados no
grafico da Figura 5.4.a. Se considerarmos a parte duvidosa como perda da qualidade,

temos os percentuais mostrados na Figura 5.4.b.

a) b)
O14%
m3a% 36, m33%
Fa
O23%
W31% B 31%
|l:|t'.‘|ua|idada supenior MQualidade igual OCQuakdade inferior O Dvida | IDDuaIidada superior B Qualidade igual OQualidade infenior

Figura 5.4: Gréficos percentuais comparativos de qualidade da Nest2 em relacao a

Nest para as 166 estruturas diferentes

5.3 Avaliacao geral dos resultados

Analisando os tempos e os resultados de medidas de qualidade das 166 estru-
turas diferentes, verificamos que 59 dessas estruturas, sendo 33 de qualidade igual
e 26 de qualidade superior, tiveram o tempo de execugao menor. Unindo esta in-
formagcao com a informagao inicial das 48 estruturas iguais com tempo menor, temos
entao 107 estruturas que podem ser realmente aceitas com tempo menor, o que nos
dé 38% do total da amostra, que é de 286 estruturas. O grafico da Figura 5.5 mostra
um resumo geral das analises e percentuais calculados, onde pode ser visto os 38%

das estruturas que podem ser realmente aceitas com tempo menor.
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me%-, W%
m11%

\D 9%
38%
B Tempo gual

M E=t. lgual com tempd manor

O E=t. Diferenta com qualidade igual & tempo manor

O Est. Diferante com qualidade superior & lampo manor
B E=t. Diferenta com qualidade inferior & tempo manor
@ E=t. Diferente com qualidade superior e lempo maior
B Damais asl. com lempo maior

Figura 5.5: Grafico percentual comparativo de tempo e qualidade da Nest2 em

relagdo a Nest (resumo)
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Capitulo 6

Discussao, conclusoes e trabalhos

futuros

Quando nos propusemos a realizar este trabalho tinhamos como meta mostrar
a aplicabilidade da técnica usada em [3] no dominio ecoldgico, de reuso de conheci-
mento baseado em ontologia, no dominio da biologia molecular, tendo com isso um
ganho de desempenho, porém realizando as devidas adaptacoes para o dominio em
questao. Acrescentamos a ontologia Protein Ontology no processo de predigao de
estrutura de proteina realizado pela Nest, gerando a Nest2. O acréscimo foi feito na
etapa de definicao da estrutura secundaria da estrutura alvo. Antes da inclusao da
ontologia no processo a ferramenta Nest realizava célculos para definir os residuos
participantes de estruturas secundarias e de qual tipo seriam essas estruturas (beta-
sheet ou alpha-heliz). Com o acréscimo da ontologia no processo esses célculos foram
retirados e os dados de estrutura secundaria anotados com a PO foram utilizados
para definir os residuos participantes de estruturas secundarias. Verificando os re-
sultados obtidos no capitulo anterior, podemos confirmar que a meta foi alcancada,
mostramos a aplicabilidade da técnica no dominio da biologia molecular, tendo ga-
nho de desempenho. Outra meta alcancada por nds neste trabalho foi a de tornar
explicito o conhecimento sobre o processo de predicao de estrutura de proteina por

homologia.
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6.1 Discussao

O uso da ontologia no processo de predicao facilitou a obtencao de informacgoes
utilizadas no processo. Como os célculos realizados para obter informacoes classifi-
cativas de estruturas secundarias foram retirados do processo e os dados anotados
com a PO foram utilizados para obtengao dessas informacoes classificativas, ocor-
reu ganho de performance no processo de predicao, onde 38% da amostra teve o
modelo de estrutura gerado pela Nest2 em tempo menor que a Nest. Além disso
foi observado um ganho de qualidade das estruturas geradas, pelo fato de que antes
ocorria perda de informacao na definicao das estruturas secundarias com os calculos
realizado pela Nest. Vemos entao a substituicao da informacao procedimental, onde
tinhamos os calculos, pela informagao declarativa, os dados anotados com a PO, pro-
porcionando ganho de eficiéncia e qualidade no processo de predicao de estrutura
de proteina por homologia.

Esse ganho de eficiéncia e qualidade tem grande relevéncia nesse processo de
predicao, pois pesquisadores envolvidos no processo de descobrir as estruturas das
proteinas trabalham com uma grande massa de dados, onde esses dados precisam
ser processados num menor tempo possivel e com melhor qualidade dos resultados.
Pois os resultados desse processamento sao depois avaliados para obtencao de in-
formagoes importantes como a funcao da proteina dentro da célula, que auxiliam os
pesquisadores na criacao de drogas para combater doencas.

Em se tratando da avaliacao da qualidade das estruturas geradas, é necessario
ampliar o estudo dos resultados, usando outras medidas de avaliagao de similaridade.
Tivemos ganho de qualidade comprovado para 18% da amostra de seqliéncias e
possivelmente perda de qualidade para uma porcao equivalente da amostra. O que
poderia diminuir esta possivel perda de qualidade (e aumentar o ganho), seria o
acréscimo de outros dados anotados com a ontologia, como, por exemplo, dados
de pontes de hidrogénio que estao relacionados aos dados anotados de estrutura
secundaria.

Tivemos varias dificuldades no decorrer deste trabalho. Nao obtivemos acesso
ao cbdigo fonte de nossa la. escolha de ferramenta de predicao de estrutura de
proteina. Avaliamos algumas antes porém nao eram de cédigo aberto, até que

conseguimos acesso a Nest, considerada uma das melhores na avaliagdo em [18].
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Além disso, o conhecimento que tinhamos em biologia molecular era pouco, exigindo-
nos um esforco ainda maior na pesquisa para adquirir o conhecimento em biologia

molecular necessario para a realizacao deste trabalho.

6.2 Contribuicoes

Temos como contribuicao o processo proposto de predicao por homologia
baseado em ontologia, onde a Protein Ontology é aplicada no processo de predigao
por homologia resultando no ganho de desempenho. A &drea de Biologia Molecular
necessitada de nossos conhecimentos em informatica para automatizar e melhorar
seus processos, como o processo de predicao, que tem um custo alto quando realizado
por experimentos laboratoriais.

Outra contribuicao deste trabalho foi tornar explicito o conhecimento so-
bre o processo de predigao de estrutura de proteina por homologia, onde estrutu-
ras de proteinas ja conhecidas sao utilizadas como molde pelo processo para gerar
a estrutura de proteina alvo. Todas as estruturas que possuem similaridade de
seqiiéncia com a sequiiéncia da estrutura alvo sao selecionas e informacgoes como
ligagoes quimicas e estruturas secundarias dessas proteinas sao usadas pelo processo
para chegar na estrutura alvo, a estrutura mais préxima da estrutura nativa. Este
processo foi tornado explicito com a reengenharia realizada na ferramenta Nest para
gerar a Nest2, onde foi feito todo um estudo e analise do processo para acrescentar
a ontologia ao mesmo.

Além das contribuicoes citadas anteriormente temos também como contribuicao
deste trabalho a ferramenta anotaPO criada para anotar os dados de proteina com
a Protein Ontology. A anotaPO recebe dados da base PDB e anota esses dados com

a ontologia Protein Ontology gerando um arquivo com os dados em OWL.

6.3 Trabalhos futuros

Como trabalhos futuros, propomos uma melhoria na ferramenta anotaPO,
para que esta possa realizar a anotacao de dados oriundos das outras bases nas
quais a construcao da Protein Ontology se baseou, pois a anotaPO realiza a anotagao

de dados oriundos apenas do PDB; uma analise mais detalhada da qualidade das
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estruturas geradas pela Nest2; e a utilizacao de mais dados anotados com a PO no

processo de predicao de estrutura, como os dados de ligagoes quimicas.
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Apendice A

Anotacao de dados de proteina

com a Protein Ontology

Abaixo demais dados anotados com a ferramenta anotaPO mostrada na Segao
4.1.

Descricao do registro da proteina

O PDB guarda também informagdes referentes ao experimento realizado para
obter a estrutura da proteina e sobre as macromoleculas biologicas presentes. Entre
as informacoes sobre o experimento temos uma descri¢ao, onde encontramos: nome
dos responsdaveis pelas informagoes da proteina registradas no PDB, um resumo
do experimento, descricao da técnica experimental usada e um conjunto de termos
relevantes no registro da proteina. Essas informacoes sao descritas no PDB pelos
registros identificados pelas siglas AUTHOR, TITLE, EXPDTA, KEYWDS respec-
tivamente. A anotagao desses dados com a PO é feita pelo conceito Description.

Abaixo um exemplo.

<Description rdf:ID="DescriptionInstance_13_1">

<Authors rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafstring" >
D.J.RIGDEN,S.E.V.PHILLIPS,P.A.M.MICHELS,L.A.FOTHERGILL- GILMORE
</Authors>

<Title rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafistring">
THE STRUCTURE OF LEISHMANIA PYRUVATE KINASE

</Title>
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<Keywords rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">

PYRUVATE KINASE, GLYCOLYTIC ENZYME, HOMOTETRAMER, TRANSFERASE

</Keywords>

<Experiment rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafjstring">

X-RAY DIFFRACTION

</Experiment>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</Description>

Outras informacoes referentes ao experimento é a identificacao do registro
da proteina, onde encontramos um codigo identificador, uma classificagao para o
registro e a data em que este foi realizado. Essas informacoes estao descritas no
PDB através do registro identificado pela sigla HEADER. Na PO esses dados sao

anotados com o conceito Entry. Abaixo um exemplo.

<Entry rdf:ID="EntryInstance_13_1">

<SourceDatabaseID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
1PKL</SourceDatabaseID>

<SourceDatabaseName rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring">PROTEIN DATA BANK</SourceDatabaseName>

<SubmissionDate rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring">15-SEP-98</SubmissionDate>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</Entry>

Além dessas informacoes ja citadas sobre o experimento, o PDB contém
também as referéncias literarias que descrevem o experimento que resultou na estru-
tura da proteina. Essas referéncias estao descritas no PDB pelos registros identifi-
cados com a sigla JRNL e contém informacoes como: lista de autores da referéncia;

titulo da referéncia; editores; informagoes da publicacao como status, volume, pagina
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e ano; nome da editora e local de publicacao, se a referéncia for de um livro; e re-
feréncia codificada para citagoes. Todos esses dados sao anotados pelo conceito

Reference da PO. Abaixo um exemplo.

<Reference rdf:ID="ReflInstance_13_1">

<CitationAuthors rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
D.J.RIGDEN,S.E.PHILLIPS,P.A.MICHELS, L.A.FOTHERGILL-GILMORE
</CitationAuthors>

<CitationEditors rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
</CitationEditors>

<CitationPublication rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring">

</CitationPublication>

<CitationReference rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
J.MOL.BIOL. V. 291 615 1999 ASTM JMOBAK UK ISSN 0022-2836
</CitationReference>

<CitationReferenceNumbers rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchema
fstring">

ASTM JMOBAK UK ISSN 0022-2836

</CitationReferenceNumbers>

<CitationTitle rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
THE STRUCTURE OF PYRUVATE KINASE FROM LEISHMANIA

MEXICANA REVEALS DETAILS OF THE ALLOSTERIC

TRANSITION AND UNUSUAL EFFECTOR SPECIFICITY

</CitationTitle>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</Reference>
Quantos as informacgoes da macromolécula temos: cadeias existentes na ma-

cromolécula; unidade bioldgica; indicacao se a molécula foi produzida ou nao usando

tecnologia recombinante; especificacao de um dominio ou regiao da molécula; nome
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da molécula; descricao de mutagoes e uma lista de sinonimos para a molécula. Esses
dados estao descritos no PDB através do resgistro identificado pela sigla COMPND.

Com a PO esses dados sao anotados pelo conceito Molecule. Abaixo um exemplo.

<Molecule rdf:ID="Moleculelnstance_13_1">

< Molecule Chain rdf:resource="{ChainInstance 13 A"/>

< Molecule_Chain rdf:resource="fChainInstance 13 B"/>

< Molecule_Chain rdf:resource="{ChainInstance_13.C"/>

< _Molecule_Chain rdf:resource="#ChainInstance_13.D"/>

< Molecule_Chain rdf:resource="fChainInstance 13 E"/>

< Molecule _Chain rdf:resource="fChainInstance 13 F"/>

< Molecule _Chain rdf:resource="fChainInstance_13_H"/>

< Molecule Chain rdf:resource="{ChainInstance 13 G"/>

<BiologicalUnit rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
</BiologicalUnit>

<Engineered rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring" >
YES</Engineered>

<Fragment rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemastring" >
</Fragment>

<MoleculeID rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemafjstring">
1</MoleculeID>

<MoleculeName rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
PYRUVATE KINASE</MoleculeName>

<Mutations rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring" >
</Mutations>

<OtherDetails rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring">
</0OtherDetails>

<Snonyms rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
</Snonyms>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</Molecule>
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Dados de coordenadas e cristalografia

O PDB registra informacoes de parametros de unidade celular, grupo espacial
e valor Z da proteina. Esses dados sao descritos no registro identificado pela sigla
CRYST1. Na PO esses dados sao anotados pelo conceito UnitCell. Abaixo um

exemplo.

<UnitCell rdf:ID="UnitCellInstance_13_1">

<a rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafifloat">121.649</a>

<b rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffloat">132.638</b>

<c rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemaffloat">180.996</c>

<z rdf:datatype="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchemafstring">16</z>

<alpha rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemaffloat">
90.00</alpha>

<beta rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafifloat">97.11</beta>
<gamma rdf:datatype="http://www.w3.o0rg/2001/XMLSchemaffloat">
90.00</gamma>

<SpaceGroup rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafstring"> P 1 21
1</SpaceGroup>

<ProteinOntologyID rdf:datatype="http://www.w3.org/2001/XMLSchemafistring">
P0_13</ProteinOntologyID>

</UnitCell>
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Apendice B
Tabela de resultados

Neste Apéndice temos uma Tabela contendo todos os resultados dos testes
realizados com as ferramentas Nest e Nest2. As colunas na Tabela correspondem
nesta ordem, a: o nome dos arquivos de alinhamento usados como entrada para
as ferramentas, o tempo de execucao para cada alinhamento usando a ferramenta
Nest, o tempo de execucao para cada alinhamento usando a ferramenta Nest2, e
para o mesmo arquivo de alinhamento, uma indicacao de a estrutura gerada pela
Nest2 ter sido diferente ou igual a gerada pela ferramenta Nest, uma indicagao de
o valor do RMSD da estrutura gerada pela Nest2 ter sido maior, menor ou igual ao
da estrutura gerada pela Nest, e uma indicacao de o valor do MaxSub da estrutura
gerada pela Nest2 ter sido maior, menor ou igual ao da estrutura gerada pela Nest.
Os tempos da Nest2 sao indicados em vermelho para tempo maior, azul para tempo
igual e verde para tempo menor que o da ferramenta Nest. As indicagoes D, I, M e
N que aparecem na Tabela, correspondem respectivamente a diferente, igual, maior

€ menor.
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Alinhamento Nest | Nest2 | Est | RMSD | Msub
1 | d1191__.d.2.1.3_on_d169]a_.d.2.1.3.ali s 5s I I I
2 | d169la_.d.2.1.3_on_d1lpya_.d.2.1.3.ali oS 8s D M N
3 | d16pk__.c.86.1.1_on_dlqpg--.c.86.1.1.ali 1m30s | 1m33s | D M N
4 | dla0ba_.c.77.1.1_on_dlcnza_.c.77.1.1.ali s 5s I I I
5 | dlal7__.a.118.8.1_on_dlelwa_.a.118.8.1.ali 1s 1s I I I
6 | dlals_1.c.78.1.1_on_dldxhal.c.78.1.1.ali 12s 11s D I I
7 | dlalx__.b.63.1.1_on_d1jsg__.b.63.1.1.ali 7s 9s D N N
8 | dla2oal.c.23.1.1_on_d1ldz3a_.c.23.1.1.ali 36s 33s D N N
9 | dla2za_.c.56.4.1_on_dlauga_.c.56.4.1.ali 40s 38s I I I
10 | dla31al.d.163.1.2_on_d1k4ta2.d.163.1.2.ali 17s 14s D I 1
11 | dla3qal.b.1.18.1_on_d1bfs__.b.1.18.1.ali 4s 4s I I I
12 | dla3qal.b.1.18.1_on_d1gjial.b.1.18.1.ali 12s 12s I I 1
13 | dla3dwal.b.58.1.1_on_d1liual.b.58.1.1.ali 25s 22s D I I
14 | dladwal.b.58.1.1_on_d1pklal.b.58.1.1.ali 19s 19s D I I
15 | dla3dwa2.c.1.12.1_on_d1a49a2.c.1.12.1.ali 31s 28s D N 1
16 | dla44__.b.17.1.1_on_dlbeha_.b.17.1.1.ali 3s 3s I I I
17 | dla44__.b.17.1.1_on_d1kn3a_.b.17.1.1.ali Ts 7s I I I
18 | dla48_.d.143.1.1_on_dlkutb_.d.143.1.1.ali 3mb9s 4m D N M
19 | d1a49al.b.58.1.1_on_dle0Otal.b.58.1.1.ali 21s 20s D M N
20 | dla49al.b.58.1.1_on_dlpkm_1.b.58.1.1.ali 13s 14s I I 1
21 | dla49a2.c.1.12.1_on_d1lpkla2.c.1.12.1.ali 49s 43s D M I
22 | dladma_.c.1.9.1_on_dlkrma_.c.1.9.1.ali 10s 9s D I I
23 | dladya_.c.10.1.1_on_d2bnh__.c.10.1.1.ali 13s 13s I I I
24 | d1ab8__.b.62.1.1_on_dllopa_.b.62.1.1.ali 506s 41s D N N
25 | dlabda2.b.11.1.1_on_dlhada_b.11.1.1.ali s 4s D I I
26 | dlabma_.d.8.1.1_on_d4ubpa_.d.8.1.1.ali 3s 3s I I 1
27 | dlabmb_.b.85.3.1_on_d4ubpb_.b.85.3.1.ali 4s 3s I I I
28 | dlabmc1.b.92.1.1_on_d4ubpcl.b.92.1.1.ali 57s 58s D N M
29 | dlabmc2.c.1.9.2_on_d4ubpc2.c.1.9.2.ali 29s 53s D N I
30 | dlabz_1.c.2.1.5_.on_d6ldh_1.c.2.1.5.ali 9s 8s I I I
31 | d1a68_..d.42.1.2_on_dlqgdva_.d.42.1.2.ali 2s 2s I I 1
32 | dla6dal.a.129.1.2_on_dla6dbl.a.129.1.2.ali 23s 25s D N I
33 | dla6da3.d.56.1.2_on_dla6db3.d.56.1.2.ali 12s 12s I I 1
34 | dla6dbl.a.129.1.2_on_dla6dal.a.129.1.2.ali 17s 15s D I I
35 | dla6db2.c.8.5.2_on_dlass__.c.8.5.2.ali 4s 4s I I I
36 | dla6i_l.a.4.1.9_on_d2tct_1.a.4.1.9.ali 3s 3s I I 1
37 | dla75a_.a.39.1.4_on_d5pal__.a.39.1.4.ali 4s 4s I I I
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Alinhamento Nest | Nest2 | Est | RMSD | Msub
38 | dla77.1.a.60.7.1_on_d1b43al.a.60.7.1.ali 9s 9s I I I
39 | dla7ge_.d.58.8.1_on_d1by9__.d.58.8.1.ali 6s 5s 1 I 1
40 | dla7w__.a.22.1.2_on_d1b67a_.a.22.1.2.ali 2s 2s I I I
41 | dla88a-.c.69.1.12_on_dla8s__.c.69.1.12.ali 12s 10s D I I
42 | dla8d_2.b.42.4.2_on_dlepwa2.b.42.4.2.ali 3m57s | 3m53s | D N M
43 | dla8o-_.a.28.3.1_on_d2eiaal.a.28.3.1.ali 4s 4s I I I
44 | dla8q-_.c.69.1.12_on_dla8s__.c.69.1.12.ali 12s 11s 1 I I
45 | dlaa8a2.d.16.1.3_on_d1cOpa2.d.16.1.3.ali 20s 19s I I I
46 | dlabrb2.b.42.2.1_on_d2aaib2.b.42.2.1.ali 6s 6s I I I
47 | dlads__.c.1.7.1_on_dlafsa_.c.1.7.1.ali 25s 21s D I I
48 | dlag8a_.c.82.1.1_on_dlcw3a_.c.82.1.1.ali 16s 15s D I I
49 | dlagx__.c.88.1.1_on_d4pgaa_.c.88.1.1.ali 15s 14s 1 I I
50 | dlah4__.c.1.7.1_on_d1j96a_.c.1.7.1.ali 16s 16s D N I
51 | dlahsa_.b.19.1.1_on_d1bvpl2.b.19.1.1.ali 17s 17s D N I
52 | dlaipcl.a.5.2.2_on_dlefub3.a.5.2.2.ali 9s 7s D M 1
53 | dlaisal.d.129.1.1_on_-dlcdwa2.d.129.1.1.ali 33s 41s D M N
54 | dlaisa2.d.129.1.1_on_dlcdwa2.d.129.1.1.ali 4s 4s D N I
55 | dlaj8a_.a.103.1.1_on_dlo7xa_.a.103.1.1.ali 57s 1ml3s | D N M
56 | dlajka_.b.29.1.2_on_dlgbg__.b.29.1.2.ali 4ml15s | 3m58s | D N N
57 | dlakz__.c.18.1.1_on_d4euga_.c.18.1.1.ali 14s 14s I I I
58 | dlalva_.a.39.1.8_on_dlgjya_.a.39.1.8.ali 19s 17s D N I
59 | dlamm_1.b.11.1.1_on_dlabdal.b.11.1.1.ali 2s 3s I I I
60 | dlan7a_.d.140.1.1_on_dlseia_.d.140.1.1.ali 22s 29s D N M
61 | dlan9a2.d.16.1.3_on_d1cOpa2.d.16.1.3.ali 20s 18s I I I
62 | dlaora2.d.152.1.1_on_d1b25a2.d.152.1.1.ali 48s 48s I I I
63 | dlaoxa_.c.62.1.1_on_dlck4a_.c.62.1.1.ali 11s 10s D I I
64 | dlaqt-1.a.2.10.1_on_d1fsOel.a.2.10.1.ali 5s 5s I I I
65 | dlarlbl.b.6.1.2_on_d1m56b1.b.6.1.2.ali 7s 7s D I I
66 | dlarlbl.b.6.1.2_on_d2occbl.b.6.1.2.ali 20s 18s D I I
67 | dlart__.c.67.1.1_on_d2csta_.c.67.1.1.ali 27s 27s D N I
68 | dlau7al.a.4.1.1_on_dljgga_.a.4.1.1.ali 4s 4s I I I
69 | dlau7a2.a.35.1.1_on_dle3oc2.a.35.1.1.ali 3s 3s I I I
70 | dlaun__.b.25.1.1_on_d1duba_b.25.1.1.ali 10s 14s D N M
71 | dlaun__.b.25.1.1_on_dlkwna_.b.25.1.1.ali 18s 17s D N M
72 | dlavc_l.a.65.1.1_on_dlala__.a.65.1.1.ali 16s 15s D I I
73 | dlavwb_.b.42.4.1_on_dltie__.b.42.4.1.ali 26s 23s D N N
74 | dlayfa_.d.15.4.1 on_dle9ma_.d.15.4.1.ali 6s 6s I I I
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75 | dlayl-1.c.91.1.1_on_d1j3bal.c.91.1.1.ali 26s 24s D I I
76 | dlayoa_.b.2.4.1_on_dledya_.b.2.4.1.ali 3s 3s I I I
77 | dlazpa_.d.9.2.1_on_d1lc8ca_.d.9.2.1.ali 9s 4s I I I
78 | dlazscl.a.66.1.1_on_dltadal.a.66.1.1.ali 11s 11s D N I
79 | dlazwa_.c.69.1.7_on_dlqtra_.c.69.1.7.ali 14s 12s D I I
80 | d1b04b_.d.142.2.2_on_dldgsa3.d.142.2.2.ali 506s 54s D M N
81 | d1b06al.a.2.11.1_on_dlidsal.a.2.11.1.ali 19s 26s D M N
82 | d1b06a2.d.44.1.1_on_dlcoja2.d.44.1.1.ali 15s 18s D I I
83 | d1b09a_.b.29.1.5_on_dlsaca_.b.29.1.5.ali 9s 9s D I I
84 | d1b0aa2.c.58.1.2_on_dladia2.c.58.1.2.ali 10s 10s I I I
85 | d1b2pa_b.78.1.1_on_dlbwua_b.78.1.1.ali 18s 16s I I I
86 | d1b2pa_.b.78.1.1_on_d1kjld_b.78.1.1.ali 21s 20s I I I
87 | d1b3qa2.b.40.7.1_on_d1b3qb2.b.40.7.1.ali 16s 13s I I I
88 | d1b4la_.c.69.1.1_on_dIlndma_.c.69.1.1.ali 28s 26s D N I
89 | d1b43al.a.60.7.1_on_dla76_1.a.60.7.1.ali 33s 33s D N M
90 | dlb4aal.a.4.5.3_on-d1f9nal.a.4.5.3.ali 3s 3s I I I
91 | d1b4aal.a.4.5.3.on_.d1f9nbl.a.4.5.3.ali 2s 2s I I I
92 | dlb4ba_.d.74.2.1_on_d1f9na2.d.74.2.1.ali 3s 3s I I I
93 | d1b67a_.a.22.1.2_on_dla7w__.a.22.1.2.ali 2s 1s I I I
94 | d1b67a_.a.22.1.2_on_d1flea_.a.22.1.2.ali s 6s D I I
95 | d1b74al.c.78.2.1_on_d1jflal.c.78.2.1.ali 9s 8s D N I
96 | d1b7ba_.c.73.1.1_on_dlel9a_.c.73.1.1.ali 21s 20s D N M
97 | d1b8oa_.c.56.2.1_on_d1lg2oa_.c.56.2.1.ali 48s 58s D M M
98 | d1b9ma3.b.40.6.2_on_d1b9mb3.b.40.6.2.ali 8s 8s I I I
99 | d1b9ma3.b.40.6.2_on_d1h9mal.b.40.6.2.ali 11s 11s I I I
100 | dlbaia_.b.50.1.1_on_dlmtra_.b.50.1.1.ali 52s 46s D N M
101 | d1bcpbl.b.40.2.1_on_d1lbcpcl.b.40.2.1.ali 58 3s I I I
102 | d1bcpb2.d.169.1.2_on_d1bcpc2.d.169.1.2.ali 3s 3s I I I
103 | dlbcpc2.d.169.1.2_on_d1bcpb2.d.169.1.2.ali 4s 4s I I I
104 | d1bdfbl.d.74.3.1_on_dliw7al.d.74.3.1.ali 15s 14s I I I
105 | d1bdga_.b.50.1.1_on_d1kzka_.b.50.1.1.ali 2s 2s I I I
106 | dlbed_1.a.44.1.1 on_dldyval.a.44.1.1.ali 3s 3s I I I
107 | dlbed_2.c.47.1.4_on_d1fvka2.c.47.1.4.ali 11s 10s D N I
108 | dlbeha_.b.17.1.1_on_d1kn3a_b.17.1.1.ali 4s 3s I I I
109 | d1bf5a2.b.2.5.5_on_d1bgla2.b.2.5.5.ali 21s 22s D M M
110 | dlbgla2.b.2.5.5_on_d1bf5a2.b.2.5.5.ali 22s 22s D N I
111 | d1bg3b3.c.55.1.3_on_dlczan3.c.55.1.3.ali 46s 44s I I I
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112 | dlbgp--.a.93.1.1_on_dlqgja_.a.93.1.1.ali 55s 46s D N M
113 | d1bif_1.c¢.37.1.7_on_d1k6mal.c.37.1.7.ali 16s 15s I I I
114 | d1bif_2.c.60.1.4_on_d1fbta_.c.60.1.4.ali 6s 5s I I I
115 | d1bif 2.c¢.60.1.4_on_d1k6ma2.c.60.1.4.ali 9s 9s D I I
116 | dlbio__.b.47.1.2_on_d1klt__.b.47.1.2.ali 33s 43s D M N
117 | dlbjya2.a.121.1.1_on_d2tct_2.a.121.1.1.ali 5s 5s I I I
118 | d1bkb_1.b.34.5.2_on_d2eifal.b.34.5.2.ali 4s 4s I I I
119 | d1blu__.d.58.1.1_on_dldura_.d.58.1.1.ali 15s 10s D M N
120 | dlbnla_.d.169.1.5_on_d1lkoe__.d.169.1.5.ali 3s 2s D I I
121 | d1bpb_1.a.60.12.1_on_d1bpyad.a.60.12.1.ali 58 4s D N M
122 | dlbpyal.a.60.6.1_on_dlhuoal.a.60.6.1.ali 7s 8s I I I
123 | dlbpya3.a.60.12.1_on_d1bpb_1.a.60.12.1.ali 2s 2s D M N
124 | d1bpyad.a.60.12.1_on_d1rpl_1.a.60.12.1.ali 3s 4s D M I
125 | dlbpya4.d.218.1.2_on_d1rpl_2.d.218.1.2.ali 3s 3s I I I
126 | dlbgba_.d.92.1.2_on_dlkeia_.d.92.1.2.ali 29s 27s D M N
127 | dlbqg-1.c.1.11.2_on_dlec7al.c.1.11.2.ali 13s 12s I I I
128 | dlbrt__.c.69.1.12_on_d1a8q-_.c.69.1.12.ali 22s 24s D M M
129 | dlbrwa2.c.27.1.1_on_d2tpt_2.c.27.1.1.ali 24s 23s D 1 I
130 | d1btOa-.d.15.1.1_on_dlubi__.d.15.1.1.ali 3s 3s I I I
131 | d1bu8a2.c.69.1.19_on_dletha2.c.69.1.19.ali 18s 17s D I I
132 | d1bu8a2.c.69.1.19_on_d1lpbb2.c.69.1.19.ali 17s 17s D I I
133 | d1bu8a2.c.69.1.19_on_dlrpl_2.c.69.1.19.ali | 26m31s | 23mb54s | D N M
134 | dlbucal.a.29.3.1_on_dljqial.a.29.3.1.ali 9s 8s I I I
135 | d1buhb_.d.97.1.1_on_dlcksa_.d.97.1.1.ali 2s 1s I I I
136 | d1buhb_.d.97.1.1_on_d1lcksb_.d.97.1.1.ali 2s 2s I I I
137 | d1bv1_...d.129.3.1_on_d1fm4a_.d.129.3.1.ali 2s 1s I | I
138 | dlbvua2.c.58.1.1_on_dlgtma2.c.58.1.1.ali 9s 9s I I I
139 | dlbwoa-_.a.52.1.1_on_d1fkba_.a.52.1.1.ali 4s 4s I I I
140 | dlbwoa-.a.52.1.1_on_dlrzl__.a.52.1.1.ali 4s 4s I I I
141 | dlbwval.c.1.14.1_on_dlgehal.c.1.14.1.ali 2m8s 1m48s D M M
142 | d1lbwva2.d.58.9.1_on_d1rbla2.d.58.9.1.ali 15s 18s D N I
143 | dlbxba_.c.1.15.3_on_.dlmuwa..c.1.15.3.ali 22s 21s D N I
144 | dlbxca_.c.1.15.3_on_dlmuwa_.c.1.15.3.ali 23s 24s D I I
145 | dlbyla_.d.32.1.2_on_d1lqtoa_.d.32.1.2.ali 4s 4s D 1 I
146 | dlc3ab_.d.169.1.1 on_dlqdda_.d.169.1.1.ali 10s 13s D N M
147 | dlc3d__.a.102.4.4 on_dlqqgfa_.a.102.4.4.ali 7s 6s I 1 I
148 | dlc3ma_.b.77.3.1_on_dljdta_b.77.3.1.ali 27s 33s D M M
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149 | dlc44a_.d.106.1.1_on_dlikta_.d.106.1.1.ali 8s 7s D M I
150 | dlc6ya-.b.50.1.1_on_dlidaa_.b.50.1.1.ali 4s 4s I I I
151 | d1c8ca_.d.9.2.1 on_dlazpa_.d.9.2.1.ali 2s 2s I I I
152 | d1c9ba2.a.74.1.2_on_dlaisb2.a.74.1.2.ali 19s 20s D N M
153 | d1cYha_.d.26.1.1_on_d1fd9a_.d.26.1.1.ali 10s 9s D M N
154 | dlcal_-1.a.124.1.1_on_dlkhoal.a.124.1.1.ali 8s 8s D M N
155 | dlcal-2.b.12.1.3_on_d1khoa2.b.12.1.3.ali 5s 5s D I I
156 | dlcb6a2.c.94.1.2_on_dla8e__.c.94.1.2.ali 2mbs | 2ml4s | D N N
157 | dlcb6a2.c.94.1.2_on_d1dtza2.c.94.1.2.ali 35s 33s D I I
158 | dlcb6a2.c.94.1.2_on_dliq7a_.c.94.1.2.ali 39s 34s D M I
159 | dlcbia_.b.60.1.2_on_dlggla_b.60.1.2.ali 16s 15s D N N
160 | dlcbja_.b.1.8.1_on_dlxsoa_.b.1.8.1.ali 4s 4s I I I
161 | dlcbka_.d.58.30.1_on_dleqma_.d.58.30.1.ali 7s 7s D N I
162 | dlced-_.a.101.1.1_on_dlutg__.a.101.1.1.ali 5s 4s D N N
163 | dlcdoa2.c.2.1.1_on_dle3ia2.c.2.1.1.ali 9s 9s I I I
164 | dlcdoa2.c.2.1.1_on_d1ht0a2.c.2.1.1.ali 9s 8s I I I
165 | dlcdwal.d.129.1.1_on_dlaisal.d.129.1.1.ali 5s 5s I I I
166 | dlcdwa2.d.129.1.1_on_dlytba2.d.129.1.1.ali 3s 2s I I I
167 | dlce2a2.c.94.1.2_on_dlce2al.c.94.1.2.ali 4m2l1s | 4m37s | D I I
168 | dlcero2.d.81.1.1_on_dlgdlo2.d.81.1.1.ali s 6s I I I
169 | dlcero2.d.81.1.1_on_d1i32a2.d.81.1.1.ali 12s 12s D N I
170 | dlcewi_.d.17.1.2_on_d1g96a_.d.17.1.2.ali 4s 4s I I I
171 | dlcflal.b.1.18.11_on_dlg4mal.b.1.18.11.ali 19s 17s D M I
172 | dlefr__.c.52.1.7_on_d1lknva_.c.52.1.7.ali 27s 26s D M M
173 | dlchma2.d.127.1.1_on_d1kp0a2.d.127.1.1.ali 34s 33s D N I
174 | d1cidml.b.2.6.1_on_dle2wal.b.2.6.1.ali 6s 6s I I I
175 | dlci3ml.b.2.6.1_on_dlhcz_1.b.2.6.1.ali 6s 6s D N I
176 | dlcipal.a.66.1.1_on_dltadal.a.66.1.1.ali 7s 6s I I I
177 | dlciu-2.b.3.1.1_on_dlcgt_2.b.3.1.1.ali 25s 24s I I I
178 | dlcjca2.c.4.1.1_on_d1llgta2.c.4.1.1.ali 37s 30s D M N
179 | dlcklal.b.40.2.2_on_d1kludl.b.40.2.2.ali 9s 8s I I I
180 | dlck4a_.c.62.1.1_on_dlaoxa-.c.62.1.1.ali 10s 9s I I I
181 | dlckdb_.c.62.1.1_on_dlqcha_.c.62.1.1.ali 4s 4s I I I
182 | dlcksa-.d.97.1.1_on-d1buhb_.d.97.1.1.ali 2s 2s I I I
183 | dlckta_.a.21.1.1_on_d1gt0d_.a.21.1.1.ali 6s 5s D I I
184 | dlem7a_.c.77.1.1_on_dlcnza_.c.77.1.1.ali 6s 5s I I I
185 | dlcojal.a.2.11.1_on_dlsssal.a.2.11.1.ali 30s 23s D M N
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186 | dlcoja2.d.44.1.1_on_d3sdpa2.d.44.1.1.ali 30s 24s D N M
187 | dlepm-__.b.29.1.2_on_d1gbg__.b.29.1.2.ali 3s 3s I I I
188 | dleqwa_.c.69.1.8_on_dliz7a_.c.69.1.8.ali 20s 20s D M N
189 | dlcrb__.b.60.1.2_on_dlifc__.b.60.1.2.ali 25s 30s D N M
190 | dlcrkal.a.83.1.1_on_dlgOwal.a.83.1.1.ali 9s 8s I I I
191 | dlctf__.d.45.1.1_on_d1dd3a2.d.45.1.1.ali 4s 3s I I I
192 | dlevl__.c.69.1.18_on_d4lipd_.c.69.1.18.ali 8s 11s D N N
193 | dlcvl__.c.69.1.18_on_d4lipe_.c.69.1.18.ali 11s 10s D M N
194 | dlcvual.a.93.1.2_on_dleqgal.a.93.1.2.ali 32s 29s D I I
195 | dlcwva2.b.1.14.1_on_d1f00il.b.1.14.1.ali 13s 12s D M N
196 | dlcx7a_.d.2.1.3.0on.d1165__.d.2.1.3.ali 2s 3s I I I
197 | dlcxva_.d.92.1.11 on_dljk3a_.d.92.1.11.ali 14s 14s D I I
198 | dlcyg-2.b.3.1.1_on_dlciu-2.b.3.1.1.ali 22s 21s I I I
199 | dlcyna_.b.62.1.1_on_dllopa_.b.62.1.1.ali 34s 33s D N M
200 | dlczna_.c.23.5.1_on_dlrcf__.c.23.5.1.ali 5s 5s D M I
201 | dleczta_.b.18.1.2_on_d1d7pm_.b.18.1.2.ali 8s 8s D N M
202 | dlczyal.b.8.1.1_on_d1flkal.b.8.1.1.ali 7s 6s D M N
203 | d1dlja_.d.110.1.1_on_d1fil__.d.110.1.1.ali 4s 4s I I I
204 | dldlqa_.c.44.1.1_on_d5pnt__.c.44.1.1.ali 16s 16s D M M
205 | d1d2eal.b.43.3.1_on_dlefcal.b.43.3.1.ali 8s 8s D N M
206 | d1d2ea2.b.44.1.1_on_dlefca2.b.44.1.1.ali 27s 24s D M N
207 | d1d2ea2.b.44.1.1 on_dlexma2.b.44.1.1.ali 8s 7s I I I
208 | d1d2oal.b.3.5.1_on_d1d20a2.b.3.5.1.ali 9s 8s I I I
209 | d1d20a2.b.3.5.1_on_d1d20al.b.3.5.1.ali 11s 12s D M N
210 | d1d3ca2.b.3.1.1_on_dlcyg-2.b.3.1.1.ali 20s 20s I I I
211 | d1d3ca2.b.3.1.1_on_dlghoa2.b.3.1.1.ali 2mls | 1m45s | D N M
212 | dld4aa_.c.23.5.3_on_d1dxqa_.c.23.5.3.ali 6s 5s I I I
213 | dld4aa_.c.23.5.3_on_dlqrda_.c.23.5.3.ali 5s 5s I I I
214 | d1d7ka2.c.1.6.1_on_d1f3tc2.c.1.6.1.ali 17s 17s D I I
215 | d1d7ka2.c.1.6.1_on_d2toda2.c.1.6.1.ali 20s 20s D N M
216 | d1d7pm_.b.18.1.2_on_dlczta_.b.18.1.2.ali 8s 8s D M I
217 | d1d9ca_.a.26.1.3_on_dlfyhal.a.26.1.3.ali 8s 8s I I I
218 | dldar4.d.58.11.1_on_d1nOuab.d.58.11.1.ali | 43s 40s D I I
219 | d1dbbhl.b.1.1.1_on_d1b2wll.b.1.1.1.ali 37s 38s D M M
220 | d1dd3a2.d.45.1.1 on_dlctf__.d.45.1.1.ali 5s 5s D I I
221 | dlddba_.d.67.3.1_.on_dlehla_.d.67.3.1.ali 9s 9s I I I
222 | dlddba_.d.67.3.1_on_dlek8a_.d.67.3.1.ali 12s 11s I I I
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223 | dlddgal.b.43.4.1_on_d1f20al.b.43.4.1.ali 1mbs | 1mbs D N N
224 | dlddga2.c.25.1.4_on_d1{20a2.c.25.1.4.ali 16s 15s D I I
225 | dlddga2.c.25.1.4_on_dljala3.c.25.1.4.ali 25s 24s D N M
226 | dlddwa_.b.55.1.4_on_dli7aa_.b.55.1.4.ali 6s 6s I I I
227 | dlddzal.c.53.2.1_on-d1ddza2.c.53.2.1.ali 51s 54s I I I
228 | dlddzal.c.53.2.1_on_dli6pa_.c.53.2.1.ali 11s 10s D N I
229 | d1df0al.a.39.1.8_on_dlalva_.a.39.1.8.ali 22s 22s D N I
230 | d1df0al.a.39.1.8_on_dlkfull.a.39.1.8.ali 28s 26s I I I
231 | d1dg9a-.c.44.1.1_on_d5pnt__.c.44.1.1.ali 4s 3s I I I
232 | dldgjal.a.56.1.1_on_dljroal.a.56.1.1.ali 42s 36s D N I
233 | dldgja3.d.41.1.1_on_d1hlra3.d.41.1.1.ali 1m9s 1md4s D I I
234 | dldgja4.d.133.1.1_on_d1hlra4.d.133.1.1.ali | 1m24s | 1m20s | D N I
235 | dldgsad.d.142.2.2_on_d1b04a_.d.142.2.2.ali 33s 31s D N M
236 | dldgwa_.b.82.1.2_on_d2phlal.b.82.1.2.ali 18s 20s D N I
237 | d1ldkgd2.c.55.1.1_on_d1lhjoa2.c.55.1.1.ali 21s 19s D 1 I
238 | d1dlc_1.b.18.1.3_on_dlciy_1.b.18.1.3.ali 21s 20s D I I
239 | dldlwa_.a.1.1.1_on_dlidra_.a.1.1.1.ali 4s 5s D M N
240 | dldnpal.a.99.1.1_on_dliqral.a.99.1.1.ali 1mb55s | 1m55s | D M N
241 | dldpja_.b.50.1.2_on_d11f2a_.b.50.1.2.ali 51s 51s D N N
242 | dldgza_.c.69.1.3_on_d1fOna_.c.69.1.3.ali 8s 9s I 1 I
243 | d1ds6b_.b.1.18.8_on_d1kmta_.b.1.18.8.ali 3s 3s I I I
244 | dldssg2.d.81.1.1_on_dlgado2.d.81.1.1.ali 5s 4s I I I
245 | dldsxa_.d.42.1.2_on_d1tlda_.d.42.1.2.ali 2s 2s I I I
246 | dldt4a_.d.51.1.1_on_dldtja_.d.51.1.1.ali 1s 2s I I I
247 | dldtja_.d.51.1.1_on_d1ldt4a_.d.51.1.1.ali 2s 1s I I I
248 | dldtwbl.c.36.1.3_on-d1gs0Obl.c.36.1.3.ali 18s 18s D N I
249 | dlduba_.b.25.1.1 on_dlaun__.b.25.1.1.ali 13s 12s D I I
250 | dlduba_.b.25.1.1_on_dlkwna_b.25.1.1.ali 14s 13s D N M
251 | dldura-.d.58.1.1_on_d1fca__.d.58.1.1.ali 2s 3s I I I
252 | dlduxc-.a.4.5.21_on_dlmdOa_.a.4.5.21.ali 5s 3s D M M
253 | dldvpal.a.118.9.2_on_dlelka_.a.118.9.2.ali 11s 11s D 1 I
254 | dldxqa-.c.23.5.3_on_dlqrda_.c.23.5.3.ali 5s 4s I I I
255 | dldxrh1.b.41.1.1_on_dleyshl.b.41.1.1.ali 1m26s | 1m21s | D I I
256 | dldxxal.a.40.1.1_on_dlqagal.a.40.1.1.ali 5s 5s I 1 I
257 | dldyba_.d.5.1.1_on_dlgv7a_.d.5.1.1.ali 8s 7s D N N
258 | dldysa-.c.6.1.1_on_dlgjwa_.c.6.1.1.ali 40s 43s D N N
259 | dldzaa_.d.5.1.1_on_dldyta_.d.5.1.1.ali 9s 8s D I I
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260 | dle2wal.b.2.6.1_on_d1lci3ml.b.2.6.1.ali 8s 7s D I I
261 | dle2wal.b.2.6.1_on_dlhcz_1.b.2.6.1.ali 5s 5s D I I
262 | dle2wa2.b.84.2.2_on_d1ci3m2.b.84.2.2.ali o8 4s D M N
263 | dle3oc2.a.35.1.1_on_dlau7a2.a.35.1.1.ali 3s 3s I I I
264 | dledia_.c.1.8.4_on_dlcbg__.c.1.8.4.ali 2mlbds | 3mlls | D N M
265 | dlebla_.c.1.10.3_on_d1h7na_.c.1.10.3.ali 19s 17s D N N
266 | dlebma2.c.95.1.1_on_dlkas_2.c.95.1.1.ali 10s 10s I I I
267 | dle6va2.d.58.31.2_on_dlebya2.d.58.31.2.ali 33s 32s D N I
268 | dlebva2.d.58.31.2_on_d1lhbna2.d.58.31.2.ali 27s 23s D M I
269 | dle6vbl.a.89.1.1_on_dle6ybl.a.89.1.1.ali 13s 12s D I I
270 | dle6vbl.a.89.1.1_on_d1hbnbl.a.89.1.1.ali 11s 10s D I I
271 | dle6vb2.d.58.31.2_on_d1hbnb2.d.58.31.2.ali 15s 16s D I I
272 | dlebya2.d.58.31.2_on_d1hbna2.d.58.31.2.ali | 2m45s | 2m39s | D N M
273 | dlebyc-.d.58.31.1 on_dle6vc_.d.58.31.1.ali 15s 14s D I I
274 | dlebyc_.d.58.31.1_on_d1lhbnc_.d.58.31.1.ali 18s 15s D M N
275 | dle8ba_.a.24.3.2_on_dljafa_.a.24.3.2.ali 7s 6s D I I
276 | dle89a_.c.69.1.20_on_d1qgj4a_.c.69.1.20.ali 11s 11s D M I
277 | dle9ial.c.1.11.1_on_dloneal.c.1.11.1.ali 21s 19s I 1 I
278 | dle9ial.c.1.11.1_on_dlpdz_l.c.1.11.1.ali 25s 27s D M I
279 | dle9yal.b.85.3.1_on_dlejrb_.b.85.3.1.ali 1m29s | 1m24s I I I
280 | dle9yal.b.85.3.1_on_d4ubpb_.b.85.3.1.ali 26s 24s D M N
281 | dle9ya2.d.8.1.1_on_dlejra_.d.8.1.1.ali 7s 6s I I I
282 | dle9ya2.d.8.1.1_on_-d4ubpa_.d.8.1.1.ali 7s 7s D I I
283 | d1e9ybl1.b.92.1.1 on_d1fwfcl.b.92.1.1.ali 49s 47s I I I
284 | d1e9yb1.b.92.1.1_on_d4ubpcl.b.92.1.1.ali 47s 47s D M N
285 | dle9yb2.c.1.9.2_on_d4ubpc2.c.1.9.2.ali 33s 1m6s D M I
286 | dleaba_.c.69.1.1_on.d1b4la_.c.69.1.1.ali 1mlls 55s D N M
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