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Resumo

Interagcdes entre proteinas sdo criticas para diversos processos celulares. As restricoes dessas
interacdoes dependem do processo fisiolégico que € intermediado. Uma das abordagens mais
utilizadas para resolver essas interacdes entre proteinas em um nivel atdbmico € o docking de
proteinas. No entanto, a geracdo de falsos-positivos é uma desvantagem bem documentada dos
algoritmos de docking, surgindo como resultado das limitacdes das funcdes de classificagdo, que sdao
baseadas na descricdo das energias de solvatacdo e da flexibilidade das proteinas. A andlise de
coevolucdo de proteinas pode ser util para contornar este problema.

A coevolucao de proteinas surge do conceito de coevolucao macromolecular e refere-se a
mutagdes correlacionadas de aminodcidos que derivam da sele¢do natural. A trilha de coevolucdo
pode ser encontrada em um alinhamento multiplo de sequéncias (M .SA), por meio de andlises que
medem a entropia de suas colunas ou as correlacdes das sequéncias homoélogas da espécie. Assim,
combinamos essas andlises e cdlculos de docking para melhorar a modelagem de interacdes
proteicas.

Buscando novos desenvolvimentos na drea, criamos um software, o Docking Score Module
(DSM). Especificamente, 0 DSM recebe como input os modelos tridimensionais que siao gerados
pelos programas de docking e um M S A baseado nas proteinas que compdem esses modelos. No
coracdo do algoritmo, novos sub-alinhamentos sdo gerados para cada modelo, compostos
exclusivamente por posicoes de aminodcidos que estdo na interface entre as proteinas. Para cada
novo alinhamento, o DSM calcula a informagdo mitua (M), definida a partir das entropias de
informacdes de Shannon, e o coeficiente de correlagdo linear (r), que relata a similaridade
filogenética das sequéncias de proteinas no M SA. O output consiste em um arquivo de texto com
informacdes do trabalho submetido e um gréfico, onde os modelos sd@o ponderados por M1 ou r.

Para os estudos de caso, nds submetemos onze complexos proteicos a diferentes servidores
web de docking. Em um espaco de modelos de docking e levando em consideragdo os valores de
M1 e r, os modelos mais bem classificados DSM contém um maior nimero de contatos nativos e

estdo mais préximos do complexo alvo.
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Abstract

Protein-protein interactions are critical for diverse cell processes. The constraints of these
interactions are dependent on the physiological process which are intermediated. One of the most
used approaches to solve these protein-protein interactions at the atomic level is protein docking.
The generation of false positive hits is however well documented drawback of docking algorithms as
a result of the limitations of the scoring function in describing solvation energies and protein
flexibility. Protein coevolution analysis can be usuful to contour this problem.

Protein coevolution arises from the concept of macromolecular coevolution and refers to
amino acids correlated mutations that stems from natural selection. The trail of coevolution can be
find in a multiple sequence alignment (M S A), by analysis wich measure the entropy of its columns
or the correlations of the species homologous sequences. Thus, we combined these analyses and
docking calculations to improve docking modeling.

Looking for new developments in the field, we have created a software, the Docking Score
Module (DSM). Specifically, DSM takes as input 3D models generated from docking programs and
a M S A based on proteins models. At the heart of the algorithm, new sub-alignments exclusively
containing amino acid positions wich are in protein-protein interface are generated for each
docking model. For each new sub-alignment, DSM calculates mutual information (M1), as defined
from Shannon’s information entropies, and correlation index (r), which reports phylogenetic
similarity of protein sequences in M SA. The output consists of a text file with job information and
a plot, in wich models are weighted by M1 or r.

For the case studies, we docked eleven complexes using different docking web servers.
Across a space of docking model and taking into consideration the value of M I an r, best ranked

models in DSM contain the biggest number of native contacts and are closer to the target complex.
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I - Introducao

I.1 — Interacao entre Proteinas

Incontdveis processos celulares sdo mediados por interagdes entre proteinas. Elas sdo
imprescindiveis em eventos vitais como replicacdo, transcri¢do e traducdo do DNA, sinalizacdo
celular, transporte, entre outros'. A revista Science, em um edi¢do comemorativa® em homenagem
aos seus 125 anos, elegeu 125 questdes de grande importancia a serem respondidas pela ci€ncia no
proximo século. Dentre elas estd a pergunta “como as proteinas encontram as suas parceiras?”’. A
relevancia da caracterizagdo de interagOes proteicas pode ainda ser vislumbrada pelos vérios artigos
encontrados na literatura, que associam esse tema a revelacdo de novas possibilidades em dreas
como desenho racional de firmacos™® e avancos dentro do campo da biologia sintética, em especial
na engenharia de protefnas™'’.

As proteinas reconhecem-se em um ambiente ‘“conturbado” e densamente povoado por
outras estruturas biomoleculares. Embora muitas delas possam ser altamente especificas nas
interacoes que realizam, ha proteinas que podem ligar-se a vdrias outras parceiras. A formacao de
um complexo proteico também pode acontecer pela ligacdo de duas proteinas idénticas. Quando
isso acontece, esse complexo recebe a classificacdo de homo-oligbmero. Por sua vez, o complexo
composto por proteinas diferentes € chamado de hétero-oligdbmero. Em sua maioria, os complexos
homo-oligbmeros sdo simétricos e estaveis, mas a estabilidade de complexos hétero-oligdmeros nao
se encaixa em nenhum padrdo, variando de acordo com a sua fung¢do, localizacdo e estrutura'’.

Podemos distinguir complexos proteicos também com base na obrigatoriedade de sua
formacao. Os complexos sdo obrigatérios quando sdo formados por proteinas que ndo apresentam
estabilidade por si mesmas. Esse tipo de complexo também pode ser chamado de dobramento em
duas etapas, uma vez que a formagao do complexo é concomitante ao dobramento das proteinas que
dele participam. Por outro lado, os complexos nao-obrigatdrios apresentam proteinas que tém
estabilidade para existir independentemente. De maneira geral, as proteinas de um complexo

obrigatdrio sdo frequentemente coexpressas e colocalizadas durante a sintese e apresentam alta



afinidade, enquanto as de um complexo nao-obrigatério podem ou nao migrar de compartimento

12-14

antes da sua interacao (Figura 1)
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Figura 1: Relacio entre diferentes tipos de interacdes proteicas, sua afinidade de ligacio e a
localizacao das proteinas envolvidas. Os gatilhos que controlam a oligomerizacdo transiente estdo
grifados em negrito. Maiores mudangas conformacionais estdo geralmente associadas a estas
interacdes transientes. Adaptado de Nooren e colaboradores, 2003.

A interacdo entre proteinas pode ainda ser classificada em funcdo da sua duragdo. Quando
encontrada in vivo, uma interacdo permanente apresenta grande estabilidade, enquanto uma
interacdo transiente associa-se e dissocia-se continuamente. Por consequéncia, as interagcdes
estrutural e funcionalmente obrigatdrias sdo geralmente também interacdes permanentes. As
interagdes ndo-obrigatdrias, por outro lado, ndo apresentam uma relagdo direta quanto a
obrigatoriedade de sua formacdo, podendo ser tanto permanentes quanto transitérias. Complexos
transientes, em sua maioria, estdo ligados a processos celulares regulatdrios. Eles podem formar-se
e romper-se por influéncia das condi¢des do meio onde as proteinas se encontram, como pH,
temperatura ou forca idnica, ou ainda por um gatilho molecular especifico, como os complexos

dissociados por fosforilagdo, formados por proteinas de grande afinidade (Figura 1)'>">'®. Podemos



associar a duracdo de um complexo proteico ao valor de sua constante de dissociagdo (/).
Complexos permanentes de grande estabilidade apresentam valores de K; na ordem de
nM (1 x 107?), enquanto complexos transientes estio na ordem de M (1 x 1079)",

Em dltima instancia, a formag¢do de um complexo proteico depende da concentragdo das
proteinas envolvidas e da energia de ligacao relativa aos estados alternativos desse complexo, sendo
um reflexo das condicoes fisiol6gicas na qual ele € formado. O controle fisiolégico da concentracao
desloca o equilibrio da reagdo e € feito através de mudancgas na taxa de expressdo das proteinas do
complexo ou de seus degradantes, ou por meio da taxa de difusdo celular para proteinas ndo
colocalizadas. J4 o controle da afinidade de ligacdo € feito por meio da alteracio do meio
fisiolégico, que provoca uma mudanca nas propriedades fisico-quimicas e geométricas das

interfaces das protefnas'’.

1.2 —=Docking de Proteinas

Um método amplamente usado para modelagem computacional de interagdo entre proteinas
€ o docking de proteinas. Sugerido primeiramente em 1978, o termo “docking” é usado para
descrever um conjunto de algoritmos computacionais que t€m por objetivo encontrar o0 modelo mais
proximo ao nativo da interac@o entre duas proteinas, ou seja, o complexo encontrado na natureza.
Em uma visdo geral, um programa de docking recebe os arquivos de coordenadas de uma proteina
receptora A e uma proteina ligante B, e retorna um conjunto de arquivos de coordenadas
tridimensionais dos modelos AB mais bem ranqueados de acordo com vdrios critérios, que
geralmente incluem complementos esteroquimicos, eletrostdticos, formacdo de ligacdes de

hidrogénio e solvatacdo (Figura 2)""°.
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possiveis  |A complexos A energia de flexibilidade e | A
(Rigid-Body) putativos associagéo reclassificagdo

Figura 2: Estagios de um docking de proteinas. Adaptado de Smith e colaboradores, 2002.

Existem trés elementos chaves para a realizacao de um docking de proteinas: a representacao
do sistema, a busca no espaco conformacional e a classificacdo de potenciais modelos de solu¢do. A
representacio do sistema € feita com base na funcdo de busca utilizada®. Dentre as técnicas usadas
no estdgio de busca estdo as baseadas na transformada rdpida de Fourier (FFT, do inglés “Fast
Fourier Transformation”)”, a utilizada no programa BiGGER™ e a técnica de Geometrical
Hashing®.

Nos programas de docking baseados em FFT>%

e também no BiGGER, que utiliza uma
funcdo desenvolvida por Palma e colaboradores®, o sistema é representado em um grid cartesiano
tridimensional e as proteinas sdo discretizadas em voxels (reduciao dos termos em inglés “volume”
+ “pixels”). Assim, modelos que apresentam sobreposi¢oes de voxels que estdo no nucleo da
proteina sdo penalizadas, enquanto os que apresentam voxels de interface que se posicionam lado a
lado sdo favorecidos. Cada voxel pode assumir o valor 1 ou O: 1 se a célula estiver dentro do raio de
van der Waals de um dtomo da proteina e 0, caso contrario”’. Por sua vez, a técnica geometric
hashing utiliza um algoritmo com representacdo explicita da forma das proteinas. Pontos criticos na
superficie do ligante e do receptor sdo usados para definir quadros de coordenadas locais. As
correspondéncias desses sistemas de coordenadas locais sdo classificadas pelo nimero de pontos
criticos do ligante e do receptor que estdo proximos. A busca espacial baseada na iteracao da tabela
faz desse o algoritmo de busca mais rdpido dentre os trés apresentados'”*.

A busca no espago conformacional consiste em amostrar quais sdo as possiveis

conformagdes do complexo proteico. Para isso, € preciso realizar uma exaustiva busca global das



orientagdes de ligacdo em um espaco de 6 dimensdes (3D translacional + 3D rotacional). No
entanto, essa busca tem um alto custo computacional devido aos inimeros graus de liberdade de um
sistema formado por duas proteinas, com uma complexidade na ordem de O(N 6). A solugdo
implementada pela maioria dos algoritmos de docking € desconsiderar inicialmente a flexibilidade
das proteinas, por meio de uma técnica chamada rigid-body docking: uma das moléculas permanece
estdtica, enquanto a outra move-se em torno dessa molécula fixa. Esta técnica diminui
consideravelmente o problema da complexidade. A amostragem se dd por uma andlise geométrica,
por meio da localizagdo de caracteristicas complementares entre as superficies das proteinas, tal
como cavidades e protuberancias locais. Como resultado dessa etapa, tem-se uma lista de
complexos putativos da estrutura nativa a serem ranqueados por funcdes de energia'"'**’.

A etapa anterior pode produzir umas poucas centenas de modelos estericamente possiveis. A
etapa de classificagcdo, por sua vez, € responsdvel por afunilar esta lista por meio da discriminacdo
de associacOes proteicas energeticamente favordveis. Ao estimar a energia de ligacdo entre duas
proteinas, o algoritmo deve levar em conta as contribuicdes entdlpicas e entrépicas desse processo.
Para isso, € comum a aplicacdo de técnicas heuristicas na estimativa do componente entrépico da
energia livre, assim como o uso de func¢des potenciais simplificadas para o cdlculo do componente
entdlpico. Outras fungdes de ranqueamento incluem ainda a minimizacao de energia conformacional
e de solvatacdo, o termo de van der Waals na expressao de energia livre ou a contagem de ligagcoes

de hidrogénio.'"""**,

Por fim, com uma quantidade reduzida de possiveis modelos, alguns algoritmos de docking
ainda podem considerar um limitado grau de flexibilidade e introduzir, explicitamente, pequenas
mudancas na superficie das cadeias laterais dos aminodcidos. Essa abordagem nao diminui o desvio
padrdo quadritico médio (rmsd) em relag@o a estrutura alvo, que é uma medida da distancia entre
duas estruturas, mas permite a remoc¢do de sobreposi¢cdes, além de diminuir a energia livre de
ligacdo, impactando significativamente a performance do algoritmo® . Por fim, os modelos sdo

novamente ranqueados e apresentados ao usudrio na forma de arquivos de coordenadas.

O docking feito a partir de proteinas que foram cristalizadas individualmente, o chamado

unbound docking, € de longe mais complexo que o bound docking, feito a partir de proteinas que



foram cristalizadas conjuntamente. Como explicado anteriormente, algumas proteinas encontram-se
desordenadas antes da formacdo do complexo, de modo que o processo final de dobramento das
proteinas acontece juntamente com a sua interacdo. Os resultados de docking obtidos a partir de
estruturas conhecidas s3o geralmente satisfatérios. No entanto, quando aplicamos os mesmos
algoritmos para o problema de unbound docking, os resultados dependem da extensdo da mudanca
conformacional das protefnas na formacio do complexo”*.

Outro problema bem documentado do docking de proteinas € a geracao de falsos-positivos.
Esse problema € um reflexo de deficiéncias nas funcdes que utilizam critérios energéticos para a
classificagcdo dos complexos. Assim, apesar de os algoritmos de docking encontrarem resultados
muito préximos a estrutura nativa, eles nao conseguem discrimind-los das falsas solugdes, que sao
modelos bem classificados, mas estruturalmente distantes do complexo alvo. Encontrar o minimo
global de energia em uma paisagem energética tdo complexa quanto a de um sistema formado por
duas proteinas € uma tarefa drdua e ainda permanece como objeto de grande discussdo. Grandes
esforcos t€m sido feitos no desenvolvimento de fun¢des mais eficientes, entretanto, esse objetivo
ainda ndo foi plenamente alcancado'”"****. O estudo de coevolugio de proteinas pode lancar uma

luz sobre essa questao.

1.3 — Coevolucao

I.3.1 — Coevolucao Macroscopica

Um dos fatos mais importantes elucidados pela teoria darwiniana € a auto-organizacao dos
sistemas de organismos vivos. Os organismos se adaptam ao meio em que vivem por processos de
multiplicacdo, herancga e variag¢do, por meio da sele¢dao natural. A mudanca dos organismos em face
dessas pressdes ambientais recebe o nome de evolugio®. No entanto, um processo evolutivo nio
pode ser considerado isoladamente, uma vez que o meio em que um grupo de organismos vive €
ativamente influenciado por mudancas em outros grupos. De forma que essas mudangas estdo

acopladas, gerando um equilibrio dinAmico entre essas populagdes*', .



O termo “coevolucao” foi primeiramente explorado de forma explicita no cldssico artigo de
1964 “Butterflies and plants: a study in coevolution”, escrito por Ehrlich e Raven, e se refere a
mudancas evolutivas reciprocas entre individuos ou grupos que interagem, dirigidas por selecdo
natural. Tal processo ndo pode ser diretamente observado, visto a extensao de sua escala temporal.
Sendo assim, como podemos aprender sobre o processo de coevolucdo de organismos sem conhecer
sua histéria evolutiva?” A resposta para esse questionamento, anteriormente feito por Ehrlich e
Raven, estd nas marcas deixadas nos sistemas dos organismos durante os processos de coevolucdo.

Processos de coevolugdo podem ser vislumbrados em grupos de organismos que
estabelecem relagdes simbidticas, como as do tipo parasita-hospedeiro ou predador-presa. Nesses
casos, as alteracdes morfolégicas em um individuo sdo provocadas pela adaptacao do outro
individuo ao meio, de forma a manter uma vantagem evolutiva, como acontece em uma corrida
armamentista®. Sdo essas mudancas acopladas que nos permitem reconstituir a histéria coevolutiva

desses organismos.

1.3.2 — Coevolucao de Proteinas

As bases da teoria evolutiva foram desenvolvidas a partir de uma observacao macroscopica
da relagdo entre organismos. Em ultima instincia, a mudanca das frequéncias alélicas em um grupo
¢ o produto de mutagdes em genes que codificam proteinas. De forma que o rastro da evolugdo estd
implicito no padrdo de substituicdo dos aminodcidos das proteinas que, em um nivel microscopico,
sdo responsdveis pelas caracteristicas macroscopicas observadas.

A interacdo entre dois aminodcidos, sejam da mesma proteina ou ainda de proteinas
distintas, pode determinar a ocorréncia de mudancas evolutivas reciprocas, pois as mudangas no
primeiro amindcido podem modificar pressdes seletivas que agem sobre o segundo aminodcido.
Suponhamos que A e B sejam dois aminoécidos que interagem. Caso uma mudanga aconte¢a no
aminodcido A, de forma que haja uma diminuicdo do valor adaptativo dessa interacdo, essa mutacao

z

tende a ndo ser selecionada e, por consequéncia, nio é observada. No entanto, se houver uma



mutacdo reciproca no amindcido B que mantenha ou aumente o valor adaptativo dessa interacao,

essas mutacdes tendem a ser selecionadas e observadas*, como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Ilustracdo de Sergey Ovchinnikov representando uma
mutacio correlata de aminoacidos em duas colunas de um

alinhamento.

O processo de coevolucdo entre duas proteinas ocorre a partir da manuten¢ao da interagao
entre elas, produzindo, ao longo do tempo, um conjunto de varia¢des de suas sequéncias primdrias.
Com o crescimento exponencial de genomas sequenciados, a histéria coevolutiva das proteinas,
implicita na sequéncia de suas proteinas homdlogas, estdi mais perto de ser desvendada. A
reconstituicao dessas informacdes pode ser feita por meio da andlise de um alinhamento multiplo de
sequéncias (do inglés “multiple sequence alignment” (M SA)) de uma proteina. O M S A consiste
em um empilhamento de sequéncias primdrias de proteinas homologas alinhadas em relacdo as
posicdes de seus aminodcidos. Essa disposicdo das sequéncias nos permite inferir estatisticamente
quais sdo os residuos de aminodcidos que sdo conservados e que podem ter importancia funcional®,
ou também para deduzir contatos tridimensionais entre proteinas**“*, revelando novas perspectivas
para o docking de proteinas

Genes que codificam proteinas em um mesmo genoma podem possuir diferentes taxas
evolutivas, decorrentes de restricdes estruturais ou funcionais de seus produtos. Essa diferenca da

taxa de evolugdo também € observada ao longo de um mesmo gene, de forma que algumas posi¢coes

deste gene evoluem mais rapido que outras. O trabalho de Echave e colaboradores, 2016%, mostra



que a interface € a regido da proteina que apresenta uma menor taxa de mudanca (Figura 4). Isto se
deve as restricdes impostas por sua interacdo. Logo, a interface entre duas proteinas pode nos

fornecer maiores informagdes sobre seu processo coevolutivo.

Taxa de
evolugao

Alta

Residuo

Sitio de superficie .
catalitico

variavel

Baixa

Sitio interior
conservado

Figura 4: Taxa evolutiva de uma proteina globular. Representagéo
esquemdtica da estrutura de Exonuclease 111 de Escherichia coli (c6digo
do PDB: 1AKO) colorida por taxa de evolugdo. As setas vermelhas
destacam as diferentes restricdes estruturais e funcionais sobre a taxa
evolutiva. Adaptado de Echave e colaboradores, 2016.

Variadas técnicas sdo usadas para medir a quantidade de informacao coevolutiva presente
nas proteinas. Elas sdo baseadas em modelos estatisticos e algumas abordagens levam em conta o
perfil filogenético das sequéncias homdlogas ou também a incerteza relacionada aos aminodcidos
nas colunas de um MSA.”" Dentre elas estio o cdlculo do coeficiente linear de correg::?lo5 ' de
dimensdo filogenética, e a informacdio mitua®’, que leva em conta a entropia de uma posicio de
aminodcidos. Como a diferenca entre os modelos gerados pelo docking estd na interface entre as
proteinas do complexo, nés podemos usar essas metodologias, descritas no Capitulo III, para medir
a quantidade de informag@o armazenada nessa interface para discriminar modelos em funcdo da

quantidade dos seus contatos nativos e, assim, melhorar as predi¢des deste método.



II — Objetivos

II.1 — Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolver uma ferramenta computacional
que combine andlises de coevolucdao de proteinas para melhorar as predicdes realizadas por

programas de docking.

I1.2 — Objetivos Especificos

i - Implementar o algoritmo para o cdlculo de informacdo mitua entre posicdes de alinhamentos.

ii — Implementar o algoritmo para o cdlculo do coeficiente de correlacdo linear entre alinhamentos

iii — Comparar o uso isolado das métricas de coevolugao com o seu uso conjunto em relagdo a sua

capacidade de distinguir contatos nativos em uma proteina;

iv — Implementar uma ferramenta computacional que automatize as andlises de coevolucao de

proteinas para modelos de docking.
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III — Metodologia

III.1 — Determinacao da Distancia de Interface

Os aminodcidos que estdo presentes na interface entre duas proteinas foram definidos com
base em um valor da distancia de contato r(A). Se a distincia entre os pontos de referéncia de dois
aminodcidos de diferentes proteinas € menor ou igual a distdncia rc, esses aminodcidos estdo em
contato e sdao considerados parte da interface (Figura 5). Neste trabalho, o ponto de referéncia
adotado foi a coordenada do primeiro carbono da cadeia lateral (C'3) para todos os aminodcidos,
com exce¢ao da glicina, onde a referéncia considerada foi o C'a. O valor de ¢ foi definido como

8A com base no trabalho de Morcos e colaboradores™, sendo este o valor usado em todos os casos

deste trabalho.

C

Figura 5: Representaciio do contato entre dois aminoacidos. Os C'(3 (representados em amarelo) dos aminodcidos
A e B sio os pontos de referéncia destes residuos e estio separados por uma distincia de 6.76.A. Como o valor de ¢
é igual 2 8.0 A, estes residuos de aminoacidos fazem contato.
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II1.2 — Geracao de Modelos Putativos

O primeiro passo para a validacdo de um algoritmo € certificar seu funcionamento para
casos conhecidos. Dessa forma, os complexos de interacdo ja conhecida descritos na Tabela 1 (No
decorrer deste trabalho, os complexos serdo sempre citados pelo seu PDB Id juntamente com as
letras que representam a proteina A e a proteina B no arquivo de coordenadas) foram submetidos a
quatro diferentes servidores de docking de proteinas: GRAMMX>, HDOCK?®, ROSIE* e
ZDOCK?™, cujos URLs estdo listados na Tabela 2 (Aqui, o termo servidor refere-se ao programa
que estabelece o acesso dos usudrios ao algoritmo de docking utilizando Hypertext Transfer
Protocol (HTTP), também chamado de servidor web). Esses servidores de docking foram escolhidos
devido a facilidade de sua utilizacdo. Nenhum parametro adicional como a indicacdo de sitios
cataliticos ou algum tipo de restricao foi previamente informado. No entanto, a documentacao do
servidor ROSIE estipula uma distdncia maxima de 6A entre as proteinas do complexo. Dessa
maneira, submeteu-se para esse servidor o arquivo de coordenadas do complexo em sua forma
nativa, enquanto para os outros servidores os aquivos de coordenadas de cada uma das proteinas foi
submetido de forma separada. Para cada um dos servidores de docking, foram selecionados os dez
modelos mais bem classificados de cada complexo, de modo que obtivemos um total de 40 modelos
para a maioria dos complexos. Os complexos em negrito na Tabela 1 nio foram submetidas ao
servidor HDOCK e o complexo 3ZET A-B também ndo foi submetido ao servidor ROSIE. Sendo
assim, os complexos 1YOH I-L, 1VET A-B e 5F5S A-B possuem 30 modelos putativos, € o
complexo 3ZET A-B, possui 20 modelos. Os valores de rmsd em relacdo a estrutura nativa e a
ordem de classificacdo dos modelos gerados por cada servidor de docking encontram-se no Capitulo

IV e nas tabelas referentes a cada complexo, no Anexo I.
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Tabela 1: Relacdao do complexos proteicos utilizados nesse trabalho. Sdo listados o codigo da
estrutura cristalografica, o organismo utilizado como vetor ou do qual a proteina foi isolada, as
proteinas utilizadas como input na geracdo dos modelos de docking e também a resolucao da
estrutura.

. , , Resolugao
PDB Id Organismo Proteina A Proteina B <8 (e
Carbamoyl — Carbamoyl —
1BXR Escherichia coli — phosphate phosphate 21 A
strain K12 synthetase — Chain synthetase — Chain ’
A B
Lactococcus lactis  Dihydroorotate Dihydroorotate
1EP3 subsp. Cremoris — dehydrogenase B. — dehydrogenase B. — 2.1A
strain MG1363 Chain A Chain B
. e Thiazole Thiazole
1Tyg ~ Bacllus subllis = synthase/This synthase/ThiS 3.15A
complex— Chain A complex — Chain B
Thermus
thermophilus —
2VPZ strain HB27/ Folysulfide - FPolysulfide . 244
ATCC BAA-163, "eductase — Chain A reductase — Chain
DSM 7039
Bovine heart Bovine heart
cytochrome ¢ cytochrome ¢
2Y69 Bos taurus oxidase re-refined — oxidase re-refined — 1.95A
Chain A Chain B
Bovine heart Bovine heart
cytochrome c cytochrome c
2y 208 0TS oxidase re-refined — oxidase re-refined — 1.95A
Chain A Chain C
Escherichia coli— F1-ATP synthase — F1-ATP synthase —
30AA strain K12 Chain G Chain H 3.26A
] Antithrombin-IIl — Antithrombin-IIl —
10YH Homo sapiens Chain | Chain L 2.62A
Mitogen-activated Late
protein kinase endosomal/lysos-
1VET Mus musculus kinase 1 interacting omal Mp1 interacting 194
protein 1— Chain A protein — Chain B
Probable tRNA
Salmonella Putative M22 threonylcarbamo-
3ZET typhimurium peptidase YEAZ — yladenosine 2.31A
(strain 4/74) Chain A biosynthesis protein
GCP - Chain B
Pre-mRNA — Microfibrillar —
5F5S Homo sapiens  splicing factor 38A — associated protein 1 24 A
Chain A — Chain B

Tabela 2: Lista de servidores web de docking utilizados na geracao de modelos. Sio listados
o nome do servidor de docking, o endereco eletronico do servidor e data do tltimo acesso.
Servidor URL

GRAMMX  http://vaksercompbio.ku.edu/resources/gramm/grammx/ Acessado em: 20/01/2019
http://hdock.phys.hust.edu.cn/

HDOCK Acessado em: 20/01/2019
http://zdock.umassmed.edu/
ZDOCK Acessado em: 20/01/2019
ROSIE . . .
(Rosetta http://rosie.rosettacommons.org/docking2
server) Acessado em: 20/01/2019
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I11.3 — Alinhamento Miiltiplo de Sequéncias

O MSA da maioria das proteinas dos complexos citados na Tabela 1 foram obtidos
diretamente do trabalho de Ovchinnikov e colaboradores®®. As protefnas dos complexos grafados em
negrito foram construidos a partir de uma consulta na base de dados PDB Bind, que € composto por
estruturas de proteinas que sabidamente interagem na natureza. Foram considerados na selecdo
somente complexos que apresentavam estruturas globulares, cujas proteinas constituintes tivessem
um dominio Unico no Pfam. A busca por sequéncias homdlogas as das proteinas desses complexos
foi feita por meio da base de dados Blast-P, utilizando um nimero de hits de 100.000, sem qualquer
critério de tamanho ou limite de e-value. Essas sequéncias foram filtradas, de modo que os
alinhamentos das proteinas de cada complexo fossem compostos por sequéncias oriundas das
mesmas espécies, representadas apenas uma vez em cada alinhamento. Apds isso, foram
descartadas as sequéncias que apresentavam um e-value > 10~° e que possufam um tamanho 70%
menor ou 130% maior do que a média do tamanho das sequéncias restantes. O alinhamento das
sequéncias foi feito mediante o uso do programa ClustalW 2.1 e todos os parametros foram
deixados na configuragdo padrdo. O alinhamentos da proteina A, M SA4 e o da proteina B,
MSAB, de cada um desses complexos, foram dispostos em formas compardveis a arvores

filogenéticas que possuem a mesma ramifica¢do. Cada a = {1..., M } folha na terminag¢do do ramo
representa uma sequéncia de uma mesma espécie em ambos os alinhamentos (Figura 6, Letra a).

Sub-alinhamentos foram gerados a partir dos alinhamentos resultantes da etapa anterior.
Como discutido na introdugdo, a interface das proteinas guarda grande quantidade de informacao

A
s

ub € M SASBub foram gerados unicamente a partir

evolutiva. Desta modo, os sub-alinhamentos M S A
das colunas das posicdes ¢ dos aminodcidos presentes na interface entre as proteinas A e B para
cada modelo putativo gerado pelos servidores de docking (Figura 6, Letra b). Foram considerados
aminodcidos de interface aqueles cujo ponto de referéncia encontra-se dentro de uma distancia r¢

de qualquer ponto de referéncia de um aminodcido da proteina vizinha, como discutido na Secao

III.1.
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Proteina A Proteina B

b)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

. contatos ¢

MSA4 MSAB MSA4 MSAB MSA4 MSAB
MSA4, MSAB, MSA4, MSAB, MSA4, MSAB,

Figura 6: Etapas da construcio dos sub-alinhamentos. a) representacio da construgio do M .S A% e
MSAB a partir das proteinas A e B do complexo proteico. b) representacio da construgio dos sub-
alinhamentos M S Afub e MS AsBub a partir das posi¢oes dos aminodcidos que estdo presentes na
interface dos modelos.



I11.4 — Métricas de Coevolucao

Utilizamos os sub-alinhamentos extraidos a partir do M SA%Ye MSAP para classificar cada
um dos modelos de docking e indicar quais modelos realizam contatos mais favordveis. Para isso,
utilizamos conjuntamente duas métricas de coevolucdo: a informag¢do mitua e o coeficiente de

correlacdo linear, como explicado no Capitulo II.

I11.4.1 — Teoria da Informacao

Originalmente proposta por Claude E. Shannon em um artigo de 1948 chamado “A
Mathematical Theory of Communications”, a teoria da informacdo envolve a criagdo de modelos
descritivos dos processos de comunicagdo. Shannon afirma que o problema fundamental das
comunicacdes € a reproducdo exata ou aproximada, em um dado ponto, de uma mensagem emitida
em outro ponto em um sistema de comunicagao (Figura 7). O aspecto relevante dessa mensagem,
entretanto, ndo estd na sua semantica, mas no fato de que essa determinada mensagem foi
selecionada em um conjunto de outras mensagens possiveis. Essa medida de liberdade na selecao de

uma mensagem est4 ligada  sua informagio™.

Fonte de ) .
Informag&o Transmissor Receptor Destino
] e J
J Sinal i Sinal ’l
Recebido
Mensagem Mensagem

Fonte de
Ruido

Figura 7: Esquema geral de um sistema de comunicacdo. A fonte de informacdo seleciona uma
mensagem entre um conjunto de mensagens possiveis, o transmissor codifica a mensagem e a envia
através de um canal de comunicagdo, e o receptor decodifica a mensagem a ser recebida no destino.

Adaptado de Shannon, 1948.
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I11.4.2 — Entropia e Informaciao Mitua

Em razdo de sua amplitude, o conceito de informacdo ndo pode ser contido em uma
definicao simples. Entretanto, para qualquer fun¢ao de distribuicdo de probabilidades, € possivel
definir uma quantidade que contem propriedades que correspondam a nocdo de uma medida
intuitiva de informacdo. Essa quantidade é denominada entropia (H ), e pode ser conceituada como
a medida de incerteza de uma varidvel estocdstica.

A entropia H de uma varidvel estocdstica discreta X de funcdo de probabilidade

p(x) = Pr{X = z}, definida no alfabeto y de tamanho |x/|, é dada por:

H(X)=-) p(x) In p(z) (1)

Estendendo a defini¢do acima, a entropia conjunta de um par de varidveis estocdsticas

discretas X e Y com distribui¢@o conjunta p(x,y) é dada por:

HX,Y)==> p(z,y) In(p(z,y)) )

e € equivalente a entropia de uma varidvel mais a entropia condicional da outra varidvel:
HX,)Y)=HX)+ H(Y | X) (3)

A entropia pode ser expressa em diferentes unidades, a depender da base do logaritmo. A
entropia € expressa em nats, nesse caso, onde a base do logaritmo € igual a e. Para as bases 2, 3, 4,
5, 6,7 e 10, por exemplo, ela € expressa respectivamente em bits, trits, quarts, quints, sexts, septs e
dits. A troca de base pode ser feita pela relacdo Hy(X) = (logpa) X Hy(X).

A partir da defini¢do de entropia, podemos também estabelecer uma medida de dependéncia

A 13

mitua entre duas varidveis, denominada informacio miitua (do inglés “mutual information” (M1)
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). Mais especificamente, a M I quantifica o quanto de informacdo pode-se obter sobre uma varidvel
a partir da observacdo de outra varidvel. Consideremos duas varidveis estocdsticas discretas X e Y,

com fungdes de probabilidade p(z) e p(y). A informac¢do mitua entre essas duas varidveis é:
MI(X;Y) Zp:cy ( Y) (4)

Assim, quanto maior o valor de informac¢ao mitua, mais acopladas estdao essas varidveis.
I11.4.3 — Relacao entre Entropia e Informacao Miutua

Podemos reescrever a equacao [4] da seguinte maneira:

z | y)
MI(X;Y)
=X ste) (5)
:—prylnp )+ pla,y) In p(z | y) (6)

z,Yy

Z—Zp ) In plz ( pry lnp(wly)> )

— H(X) - H(X | Y) ®)

Inferimos, entdo, que a informacdo mitua € a reducdo da incerteza da varidvel X pelo

conhecimento da variavel Y. Similarmente:

MI(X;Y)=H(Y)-H(Y | X) 9)
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Desta forma, conhecemos tanto de X a partir de Y quanto de Y a partir de X. Como definido na

equacao [3]:

H(X,Y)=H(X)+HY | X)

concluimos que:

MI(X;Y)=H(X)+ H(Y) - H(X|Y) (10)

logo:

MI(X;X)=H(X)—-H(X | X)=H(X) (11)

a informa¢do miitua de uma varidvel e si mesma € a entropia desta varidvel. A Figura 8 representa a

relagdo entre H(X), H(Y), H(X,Y), HX |Y), HY | X)e MI(X;Y). Note que a informacéo

mutua entre as varidveis X e Yrepresenta a intersec¢iio entre as informagdes dessas varidveis’’.

H(X,Y)

H(X) H(Y)

Figura 8: Relacio entre informacao miitua e entropia.
Adaptado de Cover e Thomas, 2006.
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I11.4.4 — Calculando a Informaciao Miutua entre Proteinas

Apesar do contexto em que foi desenvolvida, a teoria da informagdo encontra aplicagdes em
diversas dreas, como economia, estatistica, fisica e também na biologia. Aplicando seus conceitos a
andlise de coevolugao de proteinas, podemos entender cada uma das posicoes dos aminodcidos da
sequéncia primdria de uma proteina como um canal por onde € transmitida a informacao evolutiva.
Esta informagdo pode ser inferida a partir da distribuicao das frequéncias sitio-especificas para cada
coluna de um M SA: uma alta frequéncia de um aminodcido em uma determinada posicdo pode
indicar que hd uma pressao evolutiva que favorece a sua conservacao. A informacgao transmitida por
esse canal estd relacionada ao grau de incerteza médio do aminodcido nessa posi¢ao, ou seja, a
medida da conservacao desse aminodcido € a medida da entropia desse canal.

Em uma estrutura tridimensional nativa, os aminodcidos realizam contatos dependendo da
sua natureza quimica. Assim, quando acontece uma mutagdo deletéria em algum aminoécido e o
equilibrio quimico dessa interagdo € desfeito, € preciso que haja uma mutacdo compensatdria nos
aminodcidos vizinhos, de modo a restabelecer a quimica dessa interacdo. Dessa forma, as
distribuicdes de frequéncias de aminodcidos em diferentes posi¢cOes sdo dependentes umas das
outras. O acoplamento entre as mudancas dos aminodcidos pode ser quantificado através da medida
de informacdo mutua.

Consideremos agora um modelo proposto por um algoritmo de docking, onde duas proteinas
A e B interagem através de ¢ = 1, ..., N contatos entre aminoacidos. Como mostrado anteriormente,

os sub-alinhamentos M SA4

»e MSAB, sio respectivamente gerados a partir dos alinhamentos
MSA* ¢ MSAB. As sequéncias a = {1..., M} presentes nesses sub-alinhamentos podem ser
respectivamente descritas pelos blocos de N varidveis estocdsticas discretas X~ = (X,..., Xy) e
YN =(V1,..,Yy), com fungdes de probabilidade {p(z™),p(y™),p(z™,y")} para cada

sequéncia conjunta {X N yN } R definida no alfabeto y de tamanho |x|. Assim, a quantidade de

informacdo que a proteina A guarda sobre a proteina B é dada pela informacdo mitua entre X* e
Y. A MT atinge seu limite inferior caso X e YV sejam totalmente independentes. Por outro

lado, seu valor méximo € alcancado quando estas varidveis estdo perfeitamente correlacionadas.
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Tais valores ndo devem exceder o limite da entropia de qualquer um dos blocos de varidveis
H(XN)e H(Y™), como pode ser visto na relagio mostrada na Figura 8.
As probabilidades conjuntas requeridas para o célculo de M foram inferidas a partir das

frequéncias observadas f = {f, 4, }» de modo que:

Os célculos das frequéncias simples e duplas dos aminodcidos foram baseados na
metodologia proposta por Morcos e colaboradores™, onde as sequéncias homélogas apresentam um
peso diferente, dependendo da sua similaridade. A escolha desse método teve como objetivo
eliminar vieses na amostragem das sequéncias. As frequéncias duplas foram calculadas da seguinte

forma:

1 by M 1
TiyYi = + —— Sy e
fooy Mepr + A |X|2 mZ_l YTy (13)

onde n""* representa o niimero de sequéncias similares m’que possuem com uma certa distincia de

Hamming = 6§ da sequéncia m

n™ =|m'|1<m' <M, h(m,m') >0 (14)
e
<N
Mesp =), — (15)
m=1

¢ o nimero de sequéncias primdrias distinguiveis no limiar de distdncia 6. O delta de Kronecker
Oum ym 2, .y, garante a contagem apenas de (z;,y;), e € regularizado pela pseudocontagem \® que

7 0

corrige possiveis vieses de amostragem adicionando um valor prévio a contagem de cada
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aminodcido, de modo a ndo permitir que a matriz de frequéncias seja singular. O tamanho do
alfabeto || foi definido como 21, para os 20 diferentes aminoécidos e o gap.
De maneira andloga, as probabilidades simples p(z;) = fx; e p(y;) = fy; foram calculadas

a partir das frequéncias simples:

nm 5581” ,Ti

— 1 A
oy = Meypg+A [XI +

(16)
_ 1 A
Jew: = 31574 l?l +

1

=i Mz

3
I
-

Ao final, a informag¢do mitua foi normalizada de modo a considerar o tamanho da interface

de cada modelo. Assim, o valor de informa¢do mutua para cada sub-alinhamento foi dividido pela

soma de sua entropia conjunta, de acordo com a relacao explicitada na Figura 8.

II1.4.5 — Coeficiente de Correlacao Linear

O coeficiente de correlagdo linear () é uma quantificagdo da relagdo entre os alinhamentos
da proteina A e da proteina B e foi calculado usando a fundamentagao tedrica proposta por Pazos e
Valencia, 2001°". Os alinhamentos MSA%, e MSAB, foram usados para construir as matrizes
D4 e DB do tipo BLOSUM62* (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix) (Figura 9). A matriz
foi construida utilizando fungdes ji implementadas no Biopython 1.72% (ver Anexo II). A

correlacio entre essas matrizes D4 e DP foi calculada usando a seguinte relagdo:

S (dA — a)(dP — aP)

=1

7) - n n 17
\/Z<df‘—d7‘>2 5" (dP — dP)’ 0
=1

onde df‘ e df; representam os elementos das matrizes de distancia D4e DB , respectivamente, e d4

e dB sio os valores médios das matrizes D e DP , respectivamente.
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Figura 9: Esquema geral do célculo do coeficiente de correlacio
linear (7). Adaptado de Pazos e Valencia, 2001.
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II1.5 — Desenvolvimento da Ferramenta Computacional

O esquema geral das etapas do software desenvolvido estd representado na Figura 10. A
entrada é composta pelo Alinhamento Miltiplo de Sequéncias (M SA) de cada proteina do
complexo e pelos arquivos de coordenadas dos modelos putativos, que sdo gerados pelos algoritmos
de docking (Figura 10, Letra a) . Em seguida, hd uma validacdo desses arquivos de entrada através
da verificagdo do tamanho dos alinhamentos MSA* e MSA®, da similaridade entre as sequéncias
de aminoécidos de todos os modelos e também da similaridade entre as sequéncias de aminodcidos
das proteinas e a primeira sequéncia de seus respectivos alinhamentos (Figura 10, Letra b). Se os
os arquivos forem correspondentes, sdo construidos sub-alinhamentos para cada modelo a partir das
posicdes dos aminodcidos de interface (Figura 10, Letra c¢), como descrito na Se¢ao III.3. Estes

sub-alinhamentos sdo usados para calcular o valor de M e r de cada modelo (Figura 10, Letra d),
explicitados na Secdo II1.4. Decorridos os célculos, sdo gerados um relatério contendo os dados
brutos dos resultados e um grafico com os valores das métricas calculadas para cada modelo
(Figura 10, Letra e), que, por sua vez, sdo retornados ao usudrio (Figura 10, Letra f).

Utilizou-se a classe PDB_Parser para a leitura de arquivos de coordenadas “.pdb” e a classe

20961 ‘yuma das

AlignlO para a leitura e tratamento de arquivos fasta, ambas do pacote Biopython 1.7
dependéncias do software. ApOs a construcdo dos sub-alinhamentos e a realizacdo dos célculos,
utilizamos o pacote PyQtGraph para a plotagem dos resultados, devido a sua interagdo com o PyQT
5.4, utilizado para desenvolver a interface grafica. O programa foi desenvolvido utilizando a

linguagem Pyhton 3.5 devido a sua grande versatilidade no tratamento de strings e arquivos, além

da facilidade na manipulacdo de matrizes que a biblioteca Scipy” oferece.
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sequéncias: MSA4 e
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coordenadas dos
modelos de docking.
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b) Consisténcia de dados:
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dos arquivos de
coordenadas dos
modelos de docking.

Construgao dos sub-
alinhamentos a partir da
posicao dos
aminoacidos de interface
dos modelos de docking.

N

d)

%

Geragao do grafico e do
relatério com os valores
de MIe r para cada
modelo de docking.

Calculo de informagao

mutua (MI) e coeficiente

de correlagéo linear (r)
para cada sub-
alinhamento.

\

J

Figura 10: Esquema geral das etapas do software.
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IV — Resultados e Discussao

IV.1 — Impacto do Valor de de Similaridade de Sequéncias e da

Pseudocontagem no Calculo de M1

Como referido anteriormente, as proteinas dos complexos citados na Tabela 1 foram
submetidas a quatro diferentes servidores de docking (GRAMMX, HDOCK, ROSIE e ZDOCK) e
cada um desses servidores gerou dez modelos putativos para estes complexos. Calculou-se o valor
de informag@o mitua (M I) dos contatos de interface de cada um dos modelos utilizando os sub-
alinhamentos gerados a partir dos M SAs das proteinas do complexo. O cdlculo de M1 leva em
conta as frequéncias simples e conjuntas de aminoacidos nas colunas do M S A. No entanto, como
pode haver um viés de amostragem de aminodcidos nas sequéncias homdlogas, utiliza-se uma
pseudocontagem (\) para atribuir um valor aos aminoécidos ndo amostrados. Além disso, o cdlculo
também leva em conta o nimero de sequéncias efetivas (Mcys) para a repesagem do valor de cada
sequéncia homologa. Esse niimero € inferido por meio de um valor de similaridade de sequéncias
(0). Para inferir os valores a serem usados no trabalho, calculou-se os valores de MI/H dos
modelos putativos do complexo 1BXR A-B para os valores de 6 = 0,8, e 1,0, e para os valores de A
= 0,5 e 0,1. Estes valores foram relacionados a quantidade de contatos nativos e estdo representados
na forma de grafico na Figura 11.

A partir da observagdo dos graficos, é possivel perceber que o pardmetro 6 é o mais
relevante para a linearidade da relacao entre os valores de MI/H e numero de contatos nativos dos
modelos. Quando § = 1, o M.ys € igual ao nimero de sequéncias do M SA de cada protefna. As
sequéncias homodlogas podem apresentar um viés de amostragem que pode resultar da relacdo
filogenética entre as espécies de onde provém as sequéncias, ou ainda devido ao sequenciamento de
cepas de uma mesma espécie. Por sua vez, quando 6 = 0,8, esse viés é minimizado e a informagao
evolutiva pode ser melhor revelada. Entdo, o valor de # escolhido para todos os casos estudados

neste trabalho foi de 0,8, o que é condizente com os valores utilizados na literatura™.

26



O valor de pseudocontagem A tem menor influéncia na linearidade dos resultados, no
entanto, quando A = 0,5, hd um maior separagio entre os valores de M1I/H entre os modelos,
quando comparado ao A = 0,1. Esta diferenca pode ser significativa no algoritmo de classificacdo de
modelos de docking. Portanto, os estudos de caso desse trabalho foram feitos utilizando um valor de

pseudocontagem A igual a 0,5.
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IV.2 — Aliando a Filogenia a Incerteza Contida nas Posicoes do MSA

Foram calculados os valores de M1/H e r para todos os sistemas descritos na Tabela 1 ¢
para os seus respectivos modelos gerados pelos algoritmos de docking. Esses valores, isolados ou
associados, foram relacionados aos valores do desvio estrutural (rmsd) do modelo em relagdo ao
complexo nativo e a porcentagem de contatos nativos estabelecidos na interface do modelo, que sdo
os contatos idénticos aos estabelecidos na interface da estrutura alvo. Os resultados obtidos estdo

representados graficamente nas Figuras 12 — 20, 21 e 23 e registradas de maneira integral nas

Tabelas 4 — 14 localizadas no Anexo 1.

IV.2.1 — Proteinas Globulares

A partir dos resultados referentes aos complexos 1BXR A-B (Figura 12), 1EP3 A-B
(Figura 13), 1TYG A-B (Figura 14), 2VPZ A-B (Figura 15), 2Y69 A-B (Figura 16), 10YH I-L
(Figura 17), 1VET A-B (Figura 18), 3ZET A-B (Figura 19) e SF5S A-B (Figura 20), é possivel
inferir que os valores de MI/H e r, quando tomados isoladamente, parecem ndo ser bons
descritores da proximidade entre um modelo putativo e sua estrutura alvo. Em vdrios graficos €
possivel ver que modelos mais préximos a estrutura nativa possuem altos valores de M I/H ou de r,
mas nao conseguimos diferencid-los dos modelos com maior desvio estrutural. No entanto, quando
consideramos o produto dos valores destas duas métricas (MI/H x r), vemos que hd, para a
maioria os casos estudados nesse trabalho, uma relagdo direta desse valor com a porcentagem de
contatos nativos estabelecidos pelo modelo e também com o seu valor de rmsd em relacdo a
estrutura nativa.

Estes valores de coevolugdo estdo intimamente conectados a fun¢do do complexo proteico.
As funcdes fisiologicas impoem restri¢des a estrutura das proteinas, determinando a transitoriedade
e obrigatoriedade de suas interagdes, assim, influenciando as suas taxas de evolugﬁo55 % Muitos dos

complexos descritos na Tabela 1 tém funcdo enzimdtica e participam de vias de sintese de
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biomoléculas importantes para a manutencio das espécies das quais elas provém® . A pressdo
seletiva pode, entdo, favorecer fortemente o equilibrio da interacdo proteica nesses complexos,
acoplando as mutacdes entre os aminoacidos da interface.

Para o caso das proteinas globulares, a combina¢do das métricas de coevolu¢do se mostra
efetiva por que somente a regido que faz parte da interface do complexo é conservada. Assim, ha
uma pressao seletiva que acopla somente as mutacdes dos aminodcidos que estdo em uma regiao da

casca das proteinas.
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Figura 12: Resultados dos célculos para o complexo 1BXR A-B. a) valores de M I/H, re
porcentagem de contatos nativos para o complexo 1BXR A-B e seus modelos putativos. b)
valores do produto de M1 / He r , rmsd em relagdo a estrutura nativa e porcentagem de
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Anexo L.
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Figura 14: Resultados dos célculos para o complexo 1TYG A-B. a) valores de M [ / H re
porcentagem de contatos nativos para o complexo ITYG A-B e seus modelos putativos. b)
valores do produto de M [ / He r , rmsd em relagio a estrutura nativa e porcentagem de
contatos nativos para o complexo ITYG A-B e seus modelos putativos. A cor de cada ponto
representa a porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de
docking no qual ele foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 6, no

Anexo I.
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Figura 16: Resultados dos cilculos para o complexo 2Y69 A-B. a) valores de MI/H, re
porcentagem de contatos nativos para o complexo 2Y69 A-B e seus modelos putativos. b) valores
do produto de M1 / He r, rmsd em relagio a estrutura nativa e porcentagem de contatos
nativos para o complexo 2Y69 A-B e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual
ele foi gerado. Estes resultados estio integralmente registrados na Tabela 8, no Anexo L.
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Figura 17: Resultados dos cilculos para o complexo 10YH I-L. a) valores de MI/H, r e
porcentagem de contatos nativos para o complexo 10YH I-L e seus modelos putativos. b) valores
do produto de M [ / Her, rmsd em relagdo a estrutura nativa e porcentagem de contatos nativos
para o complexo 10YH I-L e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual ele

foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 9, no Anexo 1.
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Figura 18: Resultados dos cilculos para o complexo 1VET A-B. a) valores de M I/H, r e
porcentagem de contatos nativos para o complexo 1VET A-B e seus modelos putativos. b) valores
do produto de M T / He r , rmsd em relagdo a estrutura nativa e porcentagem de contatos
nativos para o complexo 1VET A-B e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual ele
foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 10, no Anexo 1.
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Anexo 1.
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Figura 20: Resultados dos cilculos para o complexo SF5S A-B. a) valores de M1 /H, r e
porcentagem de contatos nativos para o complexo SF5S A-B e seus modelos putativos. b) valores
do produto de M T / He r , rmsd em relagio a estrutura nativa e porcentagem de contatos
nativos para o complexo SF5S A-B e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual ele
foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 12, no Anexo I.



IV.2.2 — Casos Sensiveis

Alguns modelos que possuem baixo desvio estrutural ndo puderam ser discriminados mesmo
utilizando o produto das duas métricas de coevolugao. Este foi o caso dos modelos putativos do
complexo 30AA G-H (Figura 21). O complexo 30AA G-H é formado pelas unidades v e € da F1
ATP-sintase de E.coli. Como visto na Figura 22, essas subunidades também estdo em contato com
outras proteinas quando encontradas na natureza. Sendo a F1 ATP—sintase um complexo altamente
conservado, vdrias regides da casca dessas subunidades v e € também sio conservadas. Assim, nao
€ possivel discernir o sinal coevolutivo que resulta da ligacao das subunidades v e € do sinal que
vem da sua interag@o com as outras proteinas da F1 ATP—sintase.

Outro caso é o do complexo 2Y69 A-C (Figura 23), formado pelas unidades 1 e 3 do
complexo transmembranico citocromo C-oxidase encontrado em bovinos. Apesar de pertencer a
mesma estrutura do complexo 2Y69 A-B (Figura 16), que apresentou bons resultados, a interacido
entre as cadeias A e C acontece em meio a membrana fosfolipidica Figura 24, que, por sua vez,
impde restricdes a natureza quimica dos aminodcidos que estdo na casca das proteinas. Também
aqui € dificil separar a informacdo evolutiva que decorre da interacdo das cadeias A e C da

informacdo que resulta da intera¢do das cadeias com a membrana.
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Figura 21: Resultados dos célculos para o complexo 30AA G-H . a) valores de MI/H, re
porcentagem de contatos nativos para o complexo 30AA G-H e seus modelos putativos. b) valores
do produto de MI/He 7, rmsd em relagdo a estrutura nativa e porcentagem de contatos
nativos para o complexo 30AA G-H e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual ele

foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 13, no Anexo L.
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Figura 22: Representacio das subunidades € (em azul) e 7 (em vermelho) no
complexo proteico F1 ATP—sintase de E.coli.
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Figura 23: Resultados dos cilculos para o complexo 2Y69 A-C . a) valores de M [ / H re

porcentagem de contatos nativos para o complexo 2Y69 A-C e seus modelos putativos. b) valores
do produto de M T / He r , rmsd em relagio a estrutura nativa e porcentagem de contatos
nativos para o complexo 2Y69 A-C e seus modelos putativos. A cor de cada ponto representa a
porcentagem de contatos nativos, enquanto sua forma representa o servidor de docking no qual ele

foi gerado. Estes resultados estdo integralmente registrados na Tabela 14, no Anexo 1.
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das subunidades 1 (em azul) e 3 (em vermelho) no complexo transmembranico

20

Figura 24: Representac

citocromo C-oxidase.
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Outro ponto a ser considerado durante as andlises de coevolucao, além da estrutura e fungao
das proteinas, é a qualidade do MSA. O alinhamento deve ser feito de modo que possamos
recuperar as informacdes coevolutivas nele implicitas. Como o as andlises de coevolucao utilizam
modelos estatisticos, o tamanho do M S A contribui diretamente para a acurécia da predi¢do. Em um
trabalho de 2013, Kamisetty e colaboradores sugerem que uma boa predicdo baseia-se em um
nimero de sequéncias cinco vezes maior que o nimero de pares estabelecidos. O nimero de

sequéncias total, o nimero de sequéncias efetivas (Mess) (equagdo [15]) e a média de pares para os

modelos de cada complexo estdo registrados na Tabela 4. Para os complexos desse trabalho,
levando em conta 0 M, ¢, os modelos do complexos 2Y69 A-C , IVET A-B, 3ZET A-B e 5F5S
A-B ndo obedecem a esta razdo. No entanto, o insuficiente nimero de sequéncias ainda ndo explica
bem a falha na distingao dos modelos, visto o sucesso na distingdo de modelos mais préximos ao
nativo nos complexos 1VET A-B, 3ZET A-B e SF5S A-B, e a falha no caso do complexo 30AA G-

H, que apresenta uma razdo entre M. ¢ ¢ € nimero médio de pares superior a cinco.

Tabela 3: Dados dos M SAs de cada complexo. Para cada complexo, estdo listados o
nimero de sequéncias presentes no M S'A de cada proteina, o M, ff parao 0 = 0.8, a média
de pares de contato dos modelos putativos com r¢o = 0.84 e a razio entre o M, ffeo
nimero médio de pares de contato.

. -~ Meff /
. Numero médio de pares .
Ndmero de Numero
Complexo P Meff de contato dos modelos P
sequéncias - médio de
putativos p
ares
1BXR A-B 1004 4921 96,6 5,095
1EP3 A-B 552 436,2 84,4 5,168
1TYG A-B 746 479,2 69,8 6,866
2VPZ A-B 676 437,9 86,2 5,080
2Y69 A-B 1484 712,2 128,6 5,538
2Y69 A-C 863 403,0 123,6 3,260
30AA G-H 886 603,4 86,8 6,952
10YH I-L 713 5741 82,3 6,975
1VET A-B 264 64,4 86,1 0,748
3ZET A-B 363 197,6 82,0 2,410
5F5S A-B 326 49,1 34,5 1,424
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IV.3 —=Docking Score Module

O software desenvolvido recebeu o titulo de Docking Score Module (DSM) e apresenta uma
interface que possibilita ao usudrio selecionar diretamente os arquivos de coordenadas gerados por
programas de docking e os arquivos de alinhamentos através da navegacdo entre diretérios. O
codigo fonte do programa encontra-se no Anexo II, juntamente com o UML das classes do
programa (Figura 34). Em seguida sao apresentadas as janelas do DSM em etapas sequenciais de
utilizacdo. Os registros foram feitos durante os célculos dos modelos do complexo 1IBXR A-B
gerados pelo servidor GRAMMX.

A Figura 25 mostra a janela inicial do DSM apés a sua iniciacdo. Os aquivos referentes as
coordenadas dos modelos de docking e com extensdao “.pdb” sdo selecionados pelo botdo “select”
(Figura 25, marcacao em vermelho 1), que abre uma janela de navegacdo entre diretérios. Os
botdes “select” (Figura 25, marcacoes em vermelho 2 e 3) também abrem janelas de navegacao
entre diretdrios para a selecdo do arquivos com extensdo “.fas” referentes ao alinhamentos multiplos
de sequéncias das proteinas A e B. Apos isso, utiliza-se a caixa de texto (Figura 25, marcacio em
vermelho 4) para inser¢cdo de um nome para a identificagdo do trabalho e dos arquivos de saida.
Caso ndo seja preenchido, o identificador é composto pela palavra “job” juntamente com a data e o
hordrio em que o trabalho (execu¢do dos célculos das andlises de coevolugao) foi iniciado. Em
seguida, atribui-se um valor a pseudocontagem lambda () utilizando a caixa de selecao (Figura
25, marcacao em vermelho 5). Esse valor € utilizado no cédlculo de frequéncia dos aminodcidos
(equacgdes [13] e [16]). O intervalo se selecdo do A vai de 0,1 a 1,0 em incrementos de 0,1, e seu
valor padrdo € igual a 0,5. Também atribui-se um valor de similaridade de sequéncia (6) (equag@o
[14]), utilizando a caixa de selecdo (Figura 25, marcacio em vermelho 6). Esse nimero é
utilizado para inferir o nimero efetivo de sequéncias (M. f f) (equacdo [15]). O intervalo se selecio
do € vai de 0,1 a 1,0 em incrementos de 0,1, com valor padrao igual a 0,8. Utilizamos a caixa de

selecao seguinte (Figura 25, marcacao em vermelho 7) para selecionar o valor da distncia de
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contato (r¢) (Segdo II.1). Seu padrdo € igual a 8,0. Por dltimo, podemos selecionar nas caixas de

marcacdo (Figura 25, marcacao em vermelho 8) quais fun¢des serao computadas pelo programa.

@ ® & Docking Score Module

User Upload Diagnostics

Docking Models Coordinates (.pdb) 1

Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas) 2

Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas) 3

User Preferences

Job name:

4
Set parameters: A- Pseudocounter - 5
8 - sequence Similarity = 6
Contact Distance (&) = 7

select Functions: |& Mutual Information

™ Linear Correlation

Laboratdrio de
Blalogla Tedrica
& Computacional

ZELBTC

3, www.lbtc.unb.br
L

Figura 25: Janela de abertura do DSM.

Apos a selecao dos arquivos, o campo de diagnéstico (Figura 26, marcaciao em vermelho
1) exibe o caminho de todos os arquivos selecionados, caso estes sejam vélidos, ou uma mensagem
de erro, caso contrdrio. A validacdo ocorre mediante a verificagao da distancia de Hamming entre as
sequéncias primdrias das proteinas presentes nos modelos e as sequéncias de referéncia de seus
respectivos alinhamentos multiplos. Esta distancia ndo deve ser superior a 1%, de forma que o
algoritmo pode trabalhar com uma margem de imprecisdo nas sequéncias. Caso os arquivos sejam
vélidos, o botdo “Run” (Figura 26, marcacao em vermelho 2) € ativado e o usudrio pode iniciar o

trabalho.
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@ ® & Docking Score Module
1

dsm >> docking files: ['/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_10.pdb', '/home/jfiorote/Meskrado/
Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_9.pdb', '/home/jfiorote/
Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 8.pdb',"/
home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/
1bxr_model_7.pdb', ‘/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_6.pdb’, 'fhome/jfiorote/Mestrado/Data/
1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 5.pdb’, 'fhome/jfiorote/
Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_4.pdb', "/
home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/

| 1bxr_model_3.pdb', "/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/

User Upload

Select...

Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas) Select...

Docking Models Coordinates (.pdb)

Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas) Select...

User Preferences

Job name: | 1bxr_g ramm| GRAMMYX/models/1bxr_model_2.pdb', '/home/jfiorote/Mestrado/Data/
" 1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_1.pdb']
Set parameters: A - Pseudocounter = 0,50 |, dsm >> MSA A file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/

1BXR_A.fas

6 - sequence Similarity = 0,80 >> 1004 sequences
_ dsm >> MSA B file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
Contact Distance (&) = 8 1BXR_B.fFas

>> 1004 sequences
select Functions: [ Mutual Information

® Linear Correlation

Laboratdrio de
Blalogla Tedrica
& Computacional

£
4SLBTC

%2, www.Ibtc.unb.br
Lo

Figura 26: Janela exibida pelo DSM quando os arquivos fornecidos pelo usuério sido validos.

O trabalho ¢ iniciado através do clique no botdo “Run”. Durante os cdlculos, o mesmo
widget € convertido em um botdo de cancelamento (Figura 27, marcacao em vermelho 1)
enquanto os outros widgets sao inativados, de maneira que ndo € mais possivel alterar qualquer
informacdo. Sdo exibidas no campo de diagnodstico as informacdes pertinentes ao trabalho, como o
nome selecionado para o trabalho na janela de abertura, o valor de similaridade de sequéncias (6)
escolhido e o nimero efetivo de sequéncias (Me ). Caso o usudrio deseje o cancelar o trabalho, ele

deve clicar no botdo “Cancel” e confirmar sua escolha na caixa de didlogo subsequente.
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@ ®® Docking Score Module

User Upload Diagnostics

dsm >> docking files: ['/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_10.pdb', '/home/jfiorote/Meskrado/
Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 9.pdb', '/home/jfiorote/
Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_8.pdb', "/
home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/
1bxr_model_7.pdb', "/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_6.pdb', 'fhome/jfiorote/Mestrado/Data/
1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 5.pdb', '/home/jfiorote/
Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 4.pdb',"/

Docking Models Coordinates (.pdb)
Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas)

Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas)

FEE

User Preferences home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/
) 1bxr_model_3.pdb', ‘/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
Job name: GRAMMX/models/1bxr_model_2.pdb', 'fhome/jfiorote/Mestrado/Data/

1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_1.pdb']
dsm >> MSA A file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
1BXR_A.fas
>> 1004 sequences
dsm >> MSA B file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
Contact Distance (&) = 1BXR_B.fas
>> 1004 sequences
select Functions: dsm >> Job 1bxr_grammx:
dsm >> 0 = 0.8; Meff = 492.13704348366355

Set parameters: M- Pseudocounter

6 - Sequence Similarity

-

o

‘
i
b Labaratirio de
L Blalogla Tedrica
Q'\_ | & Computacional
A

-
“&, www.lbtc.unb.br
L

Figura 27: Janela exibida pelo DSM durante os calculos de coevolucio.

Decorrido o trabalho, o botdo “Cancel” € alterado para o botao “Plot” (Figura 28,
marcacao em vermelho 1), que tem a fungio de exibir um grafico com os valores de MI/H er. A
Figura 29 mostra o grafico gerado na ocasido deste trabalho. Os dados dos resultados sdo exibidos
na janela de diagndstico e também estao disponiveis em um relatério gerado. Este relatério pode ser
salvo em formato de texto “.txt” através do clique no botao “Save Job” (Figura 28, marcacao em
vermelho 2), agora ativo. Este botdo abre a navegagdo entre diretérios usando como nome padrao
para o arquivo o identificador inserido no campo “Job name”. Como dito anteriormente, caso ele
ndo tenha sido preenchido, o nome padrao é composto pela palavra “job” juntamente com a data e o
hordrio em que o trabalho foi iniciado. A Figura 30 mostra a visualizacdo do arquivo texto gerado

neste exemplo.
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@ ® ) Docking Score Module

User Upload Diagnostics

dsm >> docking files: ['/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_10.pdb', '/home/jfiorote/Meskrado/

Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model 9.pdb', '/home/

Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas) jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/
1bxr_model_8.pdb', "/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/

GRAMMX/models/1bxr_model_7.pdb', 'fhome/jfiorote/Mestrado/
Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas) Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_6.pdb', 'fhome/

jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/

1bxr_model_5.pdb', "/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/

Docking Models Coordinates (.pdb)

User Preferences GRAMMX/models/1bxr_model_4.pdb', '/home/jfiorote/Mestrado/
. Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/1bxr_model_3.pdb', '/home/
Job name: jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/

1bxr_model_2.pdb', "/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX/models/1bxr_model_1.pdb’]
dsm >> MSA A file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/

Set parameters: A-Pseudocounter

6 - sequence Similarity = 1BXR_A.fas
_ >> 1004 sequences
Contact Distance (A) = dsm >> MSA B file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
1BXR_B.fFas
select Functions: >> 1004 sequences

dsm >> Job 1bxr_grammx:

dsm >> 0 = 0.8; Meff = 492.13704348366355

dsm >> Results:

dsm >> 1bxr_model_10.pdb MI=14.163975708236592 r=

0.3747124410985054

dsm >> 1bxr_model_5.pdb MI=14.295500978840035 r=
0.4192319427533432

Save Job I 2 dsm >> 1bxr_model_8.pdb MI=16.747618017036547 r=
0.5094737419581449

dsm >> 1bxr_model_7.pdb MI=13.29525005440792 r=

< 0.3735144383182199

P dsm >> 1bxr_model_6.pdb MI=17.156061819958094 r=
o ELBTC e ee 0.4702031513918293

Q:r-- SELIE] dsm >> 1bxr_model_5.pdb MI=14.850360188724032 r=
‘:tgy"wdhtmu nb.br 0.3115431682111352

dsm >> 1bxr_model_4.pdb MI=21.026500245746206 r=
0.47178620976282265

Figura 28: Janela exibida pelo DSM apés o término dos calculos de coevolucao.

@ ® ® pDocking Score Module - 1bxr_grammx

Figura 29: Exemplo do grifico gerado pelo DSM para o calculo dos modelos do
complexo 1BXR A-B gerados pelo servidor GRAMMX.
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1bxr_grammx_t0.8_l0.5.kxt (~/) - gedit

Open ¥ [+l

job = 1bxr_grammx
theta = 0.8
lambda = 6.5
models = ['ibxr_model_16.pdb', 'ibxr_model_9.pdb',
"1bxr_model_8.pdb', '1bxr_model_7.pdb', '1bxr_model_6.pdb',
"ibxr_model_5.pdb', 'ibxr_model_4.pdb', '1bxr_model_3.pdb',
"ibxr_model_2.pdb', 'ibxr_model_1.pdb']
mi = [14.163975708236592, 14.295500978840035,
16.747618017036547, 13.295250054407919, 17.156061819958094,
14.850360188724032, 21.026500245746206, 22.990080927315709,
28.92P295439668237, 55.154092920880103]
h = [522.35100643359783, 502.66759475347521,
567.89020505498888, 478.02529012836101, 407.95959456532302,
470.15436440996234, 707.98134012029993, 639.27171937010155,
771.04538858379738, 767.2910777914359]
mi/h = [0.827115819695538657, 0.02843927304653689,
0.029490943615438608, 0.027812859128934022,
0.042053335792329415, 0.0315861370490607194,
.029699229420613531, 0.03596292504534488,
.037507902735514735, 0.071881577301322427]

= [0.37471244109850538, 0.41923194275334319,
.50947374195814488, 0.3735144383182199, 0.47020315139182928,
.3115431682111352, 0.47178620976282265, 0.50481262009075678,
.55191648859189202, 0.70691426243031186]
n_of_pairs = [99, 96, 168, 96, 83, 92, 137, 126, 154, 178]
pairs = [[[797, 23], [798, 183], [799, 22], [799, 183], [799,
104], [799, 106], [868, 183], [860, 160], [868, 184], [801,

Plain Text ¥ Tab Width:8 ~ Ln 8, Col 1 A INS

cooonoO0o

Figura 30: Visualizacdo do arquivo “.txt” gerado pelo
DSM através do programa Gedit.

Apo6s a geracao do grafico, o DSM exibe a sua janela final e o botdo “Plot” e convertido em
“Restart” (Figura 31, marcacao em vermelho 1). Assim, o usudrio pode iniciar outro trabalho,
caso queira. O grifico gerado também pode ser salvo em um arquivo do tipo Scalable Vector
Graphics “.svg”, navegando nos diretérios por meio do botdao “Save Plot”(Figura 31, marcacio em
vermelho 2).

Para o caso mostrado nesse exemplo, onde utilizou-se os modelos do complexo 1BXR A-B
gerados pelo servidor GRAMMX, o gréfico representado na Figura 29 indica ao usudrio que a

soluc@o nimero 1 possui 0 maior valor de 7 e também de M I/H. Desta forma, o modelo nimero 1

¢ indicado como o modelo mais proximo ao complexo alvo. De fato, podemos verificar que este

modelo tem o menor desvio estrutural dentre os 10 modelos propostos (Tabela 4).
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@ ® @ Dpocking Score Module
Diagnostics

dsm >> docking Ffiles: ['/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas)

GRAMMX /models/1bxr_model_10.pdb', '/home/jfiorote/Mestrado/
Data/1BXR_AB/GRAMMX,/models/1bxr_model_9.pdb', '/home/
Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas)
User Preferences

User Upload
Docking Models Coordinates (.pdb)

jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/madels/
1bxr_model_8.pdb’, ‘/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX /models/1bxr_model_7.pdb’, 'fhome/jfiorote/Mestrado/
Data/1BXR_AB/GRAMMYX,/models/1bxr_model_6.pdb’, '/home/
jFiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/madels/
1bxr_model_5.pdb’, ‘/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX /models/1bxr_model_4.pdb’, 'fhome/jfiorote/Mestrado/
Data/1BXR_AB/GRAMMX,/models/1bxr_model_3.pdb', '/home/
jFiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/GRAMMX/models/
1bxr_model_2.pdb’, ‘/home/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/
GRAMMX /models/1bxr_model_1.pdb’]

dsm >> MSA A file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
1BXR_A.fas

>> 1004 sequences

dsm >> MSA B file: fhome/jfiorote/Mestrado/Data/1BXR_AB/files/
1BXR_B.fas

>> 1004 sequences

dsm >> Job 1bxr_grammx:

dsm >> 6 = 0.8; Meff = 492.13704348366355

dsm >> Results:

dsm >> 1bxr_model_10.pdb MI=14.163975708236592 r=

Job name:

Set parameters: A - Pseudocounter
0 - sequence Similarity =

Contact Distance (A) =

Select functions:

0.3747124410985054

dsm >> 1bxr_model_9.pdb MI = 14.295500978840035 r=
0.4192319427533432

save Job l Save Plot dsm >> 1bxr_ model_8.pdb MI = 16.747618017036547 r=
0.5094737419581449

dsm >> 1bxr_model_7.pdb Ml =13.29525005440792 r=

%._.-._1 0.3735144383182199

e dsm => 1bxr_model_6.pdb Ml =17.156061819958094 r=

- Labaoratdrio de
I? Blologla Tedrica
R

& Computacional

0.4702031513918293

dsm >> 1bxr_model_5.pdb MI = 14.850360188724032

0.3115431682111352

r=

\Q.:, www.lbtc.unb.br
W dsm >> 1bxr_model_4.pdb Ml =21.026500245746206 r=
0.47178620976282265

Figura 31: Janela Final do DSM.
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V - Conclusao e Perspectivas

Podemos ver nos resultados que o algoritmo, ao tratar de interacOes entre proteinas
globulares, é capaz de atribuir uma alta pontuacdo para modelos de docking mais préximos a
estrutura alvo. Precisamos, no entanto, minimizar os efeitos indiretos no cdlculo da informagao
mutua. Um ponto a considerar é a decomposi¢cdo da covaridncia entre os aminodcidos. A
informagdo mitua mede a covaridncia geral entre posi¢cdes de um M SA. Fares e colaboradores e
seu trabalho de 2008”' sugerem que a covariincia entre duas posi¢des de um alinhamento pode ser

dividida em cinco diferentes fracdes:
CZ" = Uphilogeny + Cstructure + Cfunction + Cinteractions + Cstochastic

A fragido Cppilogeny S€ refere ao conceito de dependéncia histérica entre duas espécies na natureza
aplicado as posi¢des dos aminodcidos. As fragdes Ciiructure € Cfunction agem na manutengio dos
sitios funcionais e sdo dificeis de distinguir, pois ndo sdo mutualmente excludentes. A parte
Cinteractions confunde-se com as outras, pois geralmente reflete algum componente funcional ou
estrutural. Esta parte leva em conta que a variagdo no nivel da sequéncia em sitios que estdao
envolvidos na interacdo entre proteinas. Por tltimo, a fracdo Clsocnastic pode ser originada a partir
da convergéncia da dindmica mutacional das posicdes de aminodcidos. Esse efeito pode ser muito
significativo quando a inferéncia da covariincia é feita a partir de um M S A de baixa qualidade ou
com poucas sequéncias’””. Apesar da composicdo da covaridncia entre aminodcidos ndo ter sido
desmembrada em nossos estudos, podemos supor que o efeito de ruido pode ser grande parte do
sinal detectado no caso dos modelos que possuem alto 7msd em relagdo a estrutura alvo e altos
valores de MI/H X r.

A teoria baseada no trabalho de Fares e colaboradores® ja vem sendo desenvolvida por

Werner e colaboradores, onde a informacao miutua pode ser dada por:

MIT'C§8/NT'C§8 = MIcoen + MIevol + M]rand
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onde N, <g € o nimero de contatos do conjunto, selecionados de acordo com uma distancia rc,
M1.,e, € a parcela estimada de coevolugdo e abrange as fracdes de estrutura, funcio e interacdo. A
M., € a parcela derivada da evolugdo e abrange a fracdo que decorre da filogenia, e M1, 4,4 € a
parcela derivada de fatores estocdsticos.

A parte da informac¢@o mutua estocdstica pode ser calculada pela seguinte relacao:

(MI,., >8(X;Y | zrand))
N’r‘C>8

erand =

onde 2,.qnq € a média de informacdo mitua para diferentes modelos de coevolugdo estocasticos.
Estes cdlculos tem um alto custo computacional, de forma que ainda € preciso estender um pouco
mais seu periodo de implementacao.

Outro ponto a ser considerado é a métrica da covariancia. A informac¢do mutua baseia-se em
um modelo estatistico local, onde todas as intera¢des sdo consideradas independentes. Como
discutido anteriormente, ha diversos tipos de restricdes que limitam o padrdo de substituicdo dos
aminodcidos em uma proteina. Essas amarras ndo sdo levadas em conta na M, de forma que
algumas das correlacdes detectadas por este método sdo correlagdes indiretas. Suponha que alguma
posicao 7 esteja diretamente acoplada com uma posi¢do j que, por sua vez, esteja acoplada com uma
posicdo k. Mesmo sem um acoplamento direto, as posi¢des ¢ e k irdo mostrar covaridncia. Esse
efeito pode tornar-se pronunciado se houver uma grande quantidade de acoplamentos indiretos em
um M S A7,

Para solucionar esse problema, outra métrica a ser implementada no DSM € o anélise de
acoplamento direto (do inglés “direct coupling analysis” (DCA)). Este método estatistico global52
pode distinguir quais interacdes decorrem de um acoplamento direto entre os residuos. Porém, ainda
€ preciso ainda adaptar a DCA ao nosso problema. Ela foi desenvolvida dentro de uma dimensao
intraproteica, de modo que, antes da sua implementacdo propriamente dita, é preciso entender como

este método funciona quando se trata de uma interacao entre duas proteinas distintas.
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Mesmo com as melhorias a serem implementadas, o DSM j4 é uma ferramenta funcional. A
expectativa para a sua disponibilizac@o, juntamente com a redagdo do artigo sobre este trabalho, estd
dentro de um médio prazo, pois outros testes serdo feitos para ratificar a eficdcia do algoritmo.
Também € preciso de tempo para a constru¢do dos alinhamentos para os novos estudos de caso,

visto que estes testes serdo conduzidos utilizando um nimero bem maior de complexos.
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Anexo I — Resultados dos Estudos de Caso

Tabela 4: Valores de rmsd, M1, H, MI/H e r para o complexo IBXR A-B e seus modelos putativos
gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MIH r
X Nativo 0 50,11983 693,80222 0,07224 0,68621
1 2,18822 55,15409 767,29108 0,07188 0,70691
2 81,46600 28,92030 771,04539 0,03751 0,55192
3 52,77658 22,99008 639,27172 0,03596 0,50481
4 82,62280 21,02650 707,98134 0,02970 0,47179
GRAMMX 5 79,81957 14,85036  470,15436 0,03159 0,31154
6 59,11638 17,15606 407,95959 0,04205 0,47020
7 106,76657 13,29525 478,02529 0,02781 0,37351
8 76,58395 16,74762 567,89021 0,02949 0,50947
9 100,35320 14,29550 502,66759 0,02844 0,41923
10 100,74359 14,16398 522,35101 0,02712 0,37471
1 0,54300 54,16112  754,08097 0,07182 0,71511
2 60,76893 25,02138 526,05780 0,04756 0,46358
3 83,13728 29,85664 595,89526 0,05010 0,58602
4 76,94186  14,45101 337,66241 0,04280 0,35641
HDOCK 5 68,55561 16,61189 326,46226 0,05088 0,37680
6 61,63171  13,48409 323,08397 0,04174 0,29274
7 1492326  23,47843 316,30457 0,07423 0,62629
8 98,75919 10,68456 289,11396 0,03696 0,44187
9 103,08092 15,61314 47494313 0,03287 0,41415
10 101,81568 12,36222 296,98977 0,04163 0,33364
1 2,77530 38,24088 527,72846  0,07246 0,66337
2 5,00445 26,50625 379,35995 0,06987 0,55240
3 4,94064 25,99888 369,21907 0,07042 0,55594
4 4,86355 23,46014  326,32603 0,07189 0,51549
ROSIE 5 5,05647 20,66097 297,33986 0,06949 0,55499
6 4,16746 21,74143 310,17467 0,07009 0,53213
7 36,87152 6,07177 131,59056 0,04614 0,28207
8 5,55870 2452939 350,74745 0,06993 0,54333
9 5,20526 15,95095 228,19898 0,06990 0,53479
10 5,02390 17,33038 252,01184 0,06877 0,60088
1 2,55619 50,27297 685,35993 0,07335 0,63917
2 4,73504 35,37194 535,62385 0,06604 0,54143
3 4,98357 50,89336 768,62620 0,06621 0,64812
4 59,28601  26,00552 498,38117 0,05218 0,40742
7DOCK 5 90,23189 2453072 514,95550 0,04764 0,50790
6 13,07288 17,33632 302,65457 0,05728 0,42681
7 6,21535 42,06120 585,18832 0,07188 0,58939
8 86,41090 15,77823  402,61361 0,03919 0,44120
9 108,50024 19,02321 457,65562 0,04157 0,41247
10 59,92193 22,88292 542,02280 0,04222 0,34792
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Tabela 5: Valores de rmsd, M1, H, MI/H e r para o complexo 1EP3 A-B e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 24,67180 439,73311 0,05611 0,72694
1 2,25191 26,82051  483,43137 0,05548 0,73503
2 8,34263 25,82626  481,20942 0,05367 0,73546
3 4499174  28,34506 532,67182 0,05321 0,56119
4 58,99828 19,50126  418,43972 0,04660 0,50902
GRAMMX 5 61,93951  24,11257 447,48263 0,05388 0,63826
6 50,04640 20,25319 424,39048 0,04772 0,56264
7 48,27326  12,25802  405,34139 0,03024 0,24151
8 58,65607 22,45849  464,83003 0,04832 0,45755
9 53,20958 20,62709 407,69398 0,05059 0,61200
10 5496478 17,25004  481,90551 0,03580 0,34836
1 0,52971 2553440  447,24355 0,05709 0,71139
2 0,97396 27,63873  489,93784 0,05641 0,72007
3 6,76421 22,73319  417,90299 0,05440 0,73330
4 8,24303 18,86660  343,35503 0,05495 0,69808
HDOCK 5 56,30980 14,14661  413,22887 0,03423 0,36055
6 58,18789  18,65481 403,27903 0,04626 0,54785
7 28,90113 15,35888 290,70374 0,05283 0,59817
8 59,18753  13,45352 341,15215 0,03944 0,43252
9 5,17960 19,46334  349,09360 0,05575 0,63483
10 58,44264  15,58007 348,09495 0,04476 0,49382
1 1,27083 22,84456  395,66101 0,05774 0,71005
2 1,31802 22,26906 385,89051 0,05771 0,73083
3 1,56694 22,08768 380,49171 0,05805 0,72336
4 1,59216 20,46920 351,88270 0,05817 0,72026
ROSIE 5 1,25549 19,93958 347,92083 0,05731 0,71710
6 1,67353 19,16063 332,85242 0,05756 0,72556
7 3,14521 18,99254  329,44415 0,05765 0,69298
8 1,54132 18,86725  322,77222 0,05845 0,70106
9 1,60416 18,51232 317,69412 0,05827 0,70708
10 2,16088 18,74225 322,07709 0,05819 0,65370
1 2,91697 27,99784 514,66265 0,05440 0,72841
2 3,74080 32,16960 586,83060 0,05482 0,75082
3 5,16557 25,41595 503,04274 0,05052 0,71702
4 6,07119 21,29012 400,85523 0,05311 0,72272
7DOCK 5 5,56764 26,67406  496,96241  0,05367 0,72060
6 7,78344 2250676 396,14678 0,05681 0,73503
7 44,72924  21,69783  452,99097 0,04790 0,47952
8 28,71300 20,39503 400,76583 0,05089 0,67949
9 6,40477 29,23793  548,24895 0,05333 0,72691
10 29,64298 11,25790 279,67808 0,04025 0,44964
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Tabela 6: Valores de rmsd, M1, H, MI/H e r para o complexo 1TYG A-B e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 23,36036  383,40769 0,06093 0,58159
1 2,18130 23,85867 387,49000 0,06157 0,58159
2 32,00004 18,52290 409,44694 0,04524 0,52893
3 36,82898 9,80558 327,24741 0,02996 0,24702
4 20,94498 11,89946  319,04582 0,03730 0,47089
GRAMMX 5 33,25182 17,17585 326,45611 0,05261 0,47070
6 63,49081 9,15946 283,73019 0,03228 0,36973
7 18,04462  14,25247  335,55657 0,04247 0,52784
8 20,29048 17,24167 302,46868 0,05700 0,69607
9 62,81004 14,65703 308,10592 0,04757 0,34092
10 30,66498 19,16027 388,96563 0,04926 0,55525
1 0,71143 23,27286  372,03265 0,06256 0,54173
2 0,66809 23,19300 372,61754 0,06224 0,54173
3 60,83894  11,49167 303,06885 0,03792 0,24699
4 6,15279 2152313 356,17638 0,06043 0,64185
HDOCK 5 56,82685 8,73917 206,43249 0,04233 0,33233
6 32,15646  11,24540 301,13568 0,03734 0,41259
7 66,18844  10,52828 272,93009 0,03858 0,32624
8 39,07931 16,48440 325,67559 0,05062 0,43162
9 48,31024  15,17215 284,55309 0,05332 0,35758
10 66,53800 6,94422 233,96682 0,02968 0,14904
1 1,69244 23,40317 382,08765 0,06125 0,59401
2 1,21084 23,38319 382,75162 0,06109 0,58159
3 0,46247 23,25454  377,24780 0,06164 0,58600
4 6,30990 15,95104 270,71212 0,05892 0,66587
ROSIE 5 5,56069 12,54743  195,77820 0,06409 0,60966
6 6,31971 12,76046  205,64546 0,06205 0,65541
7 6,16392 1459063 235,75094 0,06189 0,65387
8 6,13824 14,67859  223,40548 0,06570 0,68803
9 5,62263 13,39607 214,98972 0,06231 0,64275
10 5,19227 13,74141 213,89742 0,06424 0,64497
1 2,39178 28,68616  486,34258 0,05898 0,59651
2 1,87165 26,72663  440,78407 0,06063 0,57293
3 3,15334 25,96844  423,81841 0,06127 0,56934
4 452259 23,80601 426,08344 0,05587 0,51152
7DOCK 5 454428 26,70698  430,04205 0,06210 0,61001
6 3,89106 2433825 390,39427 0,06234 0,57140
7 5,15653 27,15918  440,74743 0,06162 0,65551
8 5,61287 28,85911  456,06911 0,06328 0,61167
9 3,81670 29,56020 473,89718 0,06238 0,58944
10 9,84953 29,25260 530,60508 0,05513 0,62749
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Tabela 7: Valores de 7msd, M I, H, MI/H e r para o complexo 2VPZ A-B e seus modelos putativos
gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 9,78562 207,59685 0,04714 0,46739
1 37,72402 17,87833  315,05103 0,05675 0,58516
2 36,76073 17,34776  407,20879 0,04260 0,55130
3 41,12182 16,19444  382,08349 0,04238 0,56528
4 17,80064 14,43994  338,44827 0,04267 0,41308
GRAMMX 5 41,44783  18,35241  354,69804 0,05174 0,55292
6 40,31641  11,76301 270,08035 0,04355 0,48644
7 37,62245 12,76398 369,19959 0,03457 0,47283
8 35,95856  11,55295 317,73326 0,03636 0,34196
9 41,64521 10,63719 308,28763 0,03450 0,44414
10 4151316  15,87107 316,57093 0,05013 0,51643
0 0,33071 10,01029 212,82317 0,04704 0,49226
1 10,78067 13,84198 245,53202 0,05638 0,62762
2 43,34034 1450621  301,25823 0,04815 0,53727
3 18,88986  15,64599  300,30717 0,05210 0,50374
HDOCK 4 28,72086  15,10937 261,53907 0,05777 0,59205
5 41,36775 18,11088  384,22240 0,04714 0,58987
6 28,17000 13,76347 243,31514 0,05657 0,57266
7 31,19185 15,38484 264,21447 0,05823 0,59066
8 1,42973 12,48128 263,18765 0,04742 0,52982
9 29,46642 9,85614 268,80176 0,03667 0,38702
1 9,05271 8,81420 211,20373 0,04173 0,47194
2 21,65802 7,58546 160,17077 0,04736 0,49157
3 7,45892 6,96974 167,18663 0,04169 0,43483
4 11,54267 8,48913 189,69656  0,04475 0,49388
ROSIE 5 19,92635 7,65412 177,92268 0,04302 0,47073
6 9,00196 7,72034 170,78177 0,04521 0,39385
7 1,07988 8,60242 187,93631 0,04577 0,46829
8 4,22750 10,56413 229,47016 0,04604 0,48380
9 20,80886 6,37132 128,95588 0,04941 0,52976
10 21,15945 8,28440 181,30098 0,04569 0,48989
1 3459880 16,07956  311,72260 0,05158 0,54166
2 37,27650 20,70822  358,48213 0,05777 0,58834
3 4427268 16,31510 344,92975 0,04730 0,48914
4 48,24964  13,72565 300,85698 0,04562 0,26193
7DOCK 5 41,45028 19,87081  381,11835 0,05214 0,52814
6 50,51942 8,94431 183,75300 0,04868 0,16950
7 3455696 15,31389 335,21732 0,04568 0,47883
8 40,11567 20,31729 392,33814 0,05179 0,52217
9 39,19139 15,33819 300,09548 0,05111 0,59426
10 35,93018 19,74792 391,83997 0,05040 0,55335
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Tabela 8: Valores de rmsd, M I, H, MI/H e r para o complexo 2Y69 A-B e seus modelos putativos
gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 64,60610 1209,35283 0,05342 0,86297
1 0,44875 68,36598 1289,25686 0,05303 0,87862
2 13,91467 37,31134  799,30709 0,04668 0,72401
3 59,33742 30,99755 676,02816 0,04585 0,75583
4 57,03286  25,40191 566,82675 0,04481 0,69044
GRAMMX 5 13,51905 29,39415 630,50109 0,04662 0,73961
6 58,21637 24,08393 591,53632 0,04071 0,76647
7 51,81720 28,88670 668,60491 0,04320 0,75668
8 21,34093 25,44294 600,60108 0,04236 0,73286
9 77,49424  17,62954 610,53275 0,02888 0,79696
10 6,45071 39,93673 776,76626 0,05141 0,78415
1 0,38667 64,63411 1207,92032 0,05351 0,86679
2 0,50964 68,73122 1281,92068 0,05362 0,86496
3 5,58367 29,63158 626,26216 0,04731 0,74312
4 79,33230 15,24545 523,68312 0,02911 0,78683
HDOCK 5 54,29158 12,25709 456,98803 0,02682 0,65378
6 4412736  23,79455 509,14159 0,04673 0,72999
7 52,64659 16,20388 416,45863 0,03891 0,55832
8 64,44655 15,44844  492,03589 0,03140 0,65629
9 53,06673 19,77097 521,12638 0,03794 0,52841
10 55,85469 17,86594 47755355 0,03741 0,69933
1 3,38289 36,79499 716,08722 0,05138 0,85085
2 3,25479 37,78804 72497653 0,05212 0,85930
3 3,02486 33,26610 635,07694 0,05238 0,80802
4 4,33922 29,61852 501,86191 0,05902 0,75323
ROSIE 5 5,62297 28,36346  495,92065 0,05719 0,72668
6 471251 26,91565 476,08878 0,05653 0,74404
7 50,97955 1,42884 37,12582 0,03849 0,08599
8 7,52299 21,96412  398,00613 0,05519 0,70555
9 6,26725 25,41211 44757903 0,05678 0,73937
10 8,02559 20,36155 375,57005 0,05422 0,70658
1 2,69774 77,70458 1362,80176 0,05702 0,89069
2 56,61472 17,19736  541,16809 0,03178 0,67345
3 77,28600 19,56505 656,69964 0,02979 0,80815
4 48,05544  22,45247 658,12991 0,03412 0,73915
7DOCK 5 65,64400 23,65223 734,09115 0,03222 0,66060
6 61,55315 17,68386 638,63032 0,02769 0,64946
7 52,27491 32,48659 854,81928 0,03800 0,74541
8 43,74703 42,69678 899,06387 0,04749 0,78068
9 59,08335 15,55139 507,62453 0,03064 0,58792
10 48,87935 18,47219 518,24229 0,03564 0,58007
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Tabela 9: Valores de rmsd, M1, H, MI/H e r para o complexo 10YH I-L e seus modelos putativos
gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 12,88751 359,83892 0,03581 0,62587
1 0,63396 13,01391 359,71993 0,03618 0,61358
2 58,76893  13,05124 598,38032 0,02181 0,25001
3 94,64998  14,02444 551,24085 0,02544 0,43395
4 51,36621 17,23528 662,50995 0,02602 0,81168
GRAMMX 5 60,74833  15,45095 642,15142 0,02406 0,48998
6 118,39006 17,36519 532,51495 0,03261 0,49279
7 104,03479 16,63537 571,13910 0,02913 0,46143
8 69,35757 12,17550 495,83062 0,02456 0,28530
9 73,08819 13,13946  419,30176 0,03134 0,42603
10 92,84541  19,07593 563,86826 0,03383 0,56345
1 1,43766 12,70194  354,77638 0,03580 0,62587
2 1,94738 12,68339 354,64355 0,03576 0,63372
3 1,17250 12,39142  344,31743 0,03599 0,62587
4 3,52644 12,52150 356,16042 0,03516 0,63060
ROSIE 5 0,68707 12,31012 338,88449 0,03633 0,62732
6 2,23616 12,27303  345,13399 0,03556 0,61865
7 6,94236 11,95804  336,10125 0,03558 0,64327
8 6,04613 11,48435 319,72689 0,03592 0,61113
9 2,54227 12,20063 338,77789 0,03601 0,59829
10 1,44890 11,75634  329,54096 0,03567 0,59396
1 6,78514 17,79658 477,38662 0,03728 0,64365
2 116,98582  8,73411 284,73201 0,03067 0,29387
3 112,01656 8,07768 302,40719 0,02671 0,34597
4 45,67249 18,10849 472,62700 0,03831 0,71909
7DOCK 5 114,82874  7,86646 262,85436  0,02993 0,29980
6 109,05186 12,24868 451,28337 0,02714 0,38822
7 7,26178 16,37435  443,30842 0,03694 0,68256
8 12,50082 15,86344  430,15043 0,03688 0,67982
9 50,13633  15,31975 524,04356 0,02923 0,59557
10 110,88330 9,85661 336,78253 0,02927 0,51248
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Tabela 10: Valores de 7msd, M I, H, MI/H e r para o complexo IVET A-B e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 30,64013 464,94785 0,06590 0,89276
1 0,47320 30,93798  469,75530 0,06586 0,89222
2 22,62362 22,37528  349,13322 0,06409 0,88090
3 23,14933 22,07905 344,71479 0,06405 0,84410
4 10,18292  21,31154 332,85365 0,06403 0,86945
GRAMMX 5 19,81645 24,27264  388,23117 0,06252 0,85124
6 19,33679 23,30018 352,51956 0,06610 0,74696
7 36,71198  19,09095 321,15282 0,05945 0,87332
8 20,79438 17,26362 267,66012 0,06450 0,82251
9 40,45727  24,93144  421,66953 0,05913 0,82317
10 2254176 20,07935 304,89384 0,06586 0,76834
1 0,72116 27,75165 423,93956 0,06546 0,89087
2 1,08985 27,93743  426,04019 0,06557 0,88166
3 3,24774 2453478 384,24536 0,06385 0,89266
4 1,09004 25,90418 391,99497 0,06608 0,87585
ROSIE 5 3,35804 25,61950 397,59341 0,06444 0,89932
6 2,27173 23,66137 368,94904 0,06413 0,89726
7 2,06669 25,27978 393,56547 0,06423 0,89735
8 3,30474 20,02446  290,99189 0,06881 0,86987
9 3,13299 19,28313 304,99145 0,06323 0,89681
10 4,00315 20,26125 313,04041 0,06472 0,88736
1 2,86182 31,85779 491,17239 0,06486 0,88480
2 2,96058 31,21358 491,89943 0,06346 0,89248
3 2,88400 4294547 652,60379 0,06581 0,90054
4 7,27093 26,88544  428,67980 0,06272 0,84977
7DOCK 5 12,02390 29,00800 462,38117 0,06274 0,89153
6 21,00268 29,52386 482,01556 0,06125 0,88141
7 6,44615 28,84184 45453015 0,06345 0,91604
8 2154700 27,07903 426,68311 0,06346 0,87958
9 14,04008 24,31009 378,17304 0,06428 0,87142
10 20,05164 34,68263 559,68300 0,06197 0,88231
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Tabela 11: Valores de 7msd, M1, H, M I/H e r para o complexo 3ZET A-B e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 28,85532  497,33500 0,05802 0,64111
1 0,43047 31,44015 546,30296 0,05755 0,64642
2 64,60040 15,13947 432,13853 0,03503 0,52564
3 66,59539  13,71332 399,93281 0,03429 0,49656
4 29,96139 25,68105 414,76380 0,06192 0,60743
GRAMMX 5 12,29256  26,69517 478,77351 0,05576 0,68441
6 78,31339 10,60642 316,50830 0,03351 0,38341
7 25,31356  25,19012 403,40594 0,06244 0,64641
8 35,31819 24,02341 416,52421 0,05768 0,60632
9 65,75690 13,15449 392,97683 0,03347 0,59157
10 25,63438 19,25037 372,63632 0,05166 0,49709
1 2,10475 32,03649 564,12867 0,05679 0,64782
2 7,29972 28,64543  477,77104 0,05996 0,63043
3 53,16295 13,65987 288,47695 0,04735 0,59665
4 68,05671  14,56592 366,29877 0,03977 0,41997
7DOCK 5 6,92726 25,95168 466,52055 0,05563 0,64338
6 27,23154 12,12818  249,70831 0,04857 0,46983
7 33,07157 14,61626 303,51275 0,04816 0,54635
8 19,63485 20,94391  449,87199 0,04656 0,63486
9 23,83879  13,85898 285,43187 0,04855 0,41451
10 31,54210 19,97404  431,00197 0,04634 0,61066
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Tabela 12: Valores de rmsd, M1, H, M1 / H e r para o complexo 5F5S A-B e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 8,01794 108,62972 0,07381 0,80688
1 50,45901 14,54184 207,41438 0,07011 0,57638
2 46,65118 11,48481 162,41179 0,07071 0,67702
3 43,43495 1855848 246,90388 0,07516 0,76245
4 37,97095 16,76304 222,15205 0,07546 0,76254
GRAMMX 5 56,41646  14,42020 207,63042 0,06945 0,62604
6 4492567 12,71619 179,96186 0,07066 0,72074
7 2,32890 7,67737 104,34404 0,07358 0,80779
8 28,55534 14,64768 187,70032 0,07804 0,61238
9 46,17104  14,19401 192,64831 0,07368 0,68206
10 53,62406 14,41210 201,18389 0,07164 0,31888
1 8,02861 11,10131 149,21043 0,07440 0,81312
2 16,97367 14,57556 210,63797 0,06920 0,84898
3 476123 9,42620 127,55357 0,07390 0,78492
4 16,77915 14,13519 200,43005 0,07052 0,83106
ROSIE 5 22,11725 13,30533 175,31961 0,07589 0,83293
6 456610 8,41944 118,61003 0,07098 0,81574
7 6,94566 7,88336 108,13187 0,07291 0,82212
8 10,86190 8,76935 123,18831 0,07119 0,78648
9 4,78419 7,09441 88,68157 0,08000 0,74800
10 21,90630 14,97299  205,00553 0,07304 0,83380
1 3,87037 12,12434  164,50337 0,07370 0,82253
2 10,35034 10,50245  145,79004 0,07204 0,73258
3 1,88671 10,11254  136,25206 0,07422 0,78465
4 59,38614 12,18203 179,27685 0,06795 0,73913
7DOCK 5 64,96775 9,42654 122,11796 0,07719 0,54396
6 36,34544 6,69380 94,95544 0,07049 0,67270
7 29,95659 13,55000 188,71636 0,07180 0,70952
8 39,37932 10,11326 134,53225 0,07517 0,56061
9 3,58734 7,13864 96,47515 0,07399 0,83187
10 67,17562 7,08451 97,25967 0,07284 0,57959
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Tabela 13: Valores de 7msd, M1, H, M I/H e r para o complexo 30AA G-H e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 35,34395 904,88508 0,03906 0,70203
1 0,42828 38,03862 976,85205 0,03894 0,70819
2 6,33635 16,91599 390,29576  0,04334 0,59431
3 71,79626  18,83839  467,47762 0,04030 0,57958
4 33,59546  18,95677 535,70719 0,03539 0,55528
GRAMMX 5 6,73998 20,64433 546,94941 0,03774 0,68221
6 60,40608 17,29731 558,06989 0,03099 0,51420
7 52,65519 14,75468 367,77388 0,04012 0,53131
8 50,58595 21,03575 455,03272 0,04623 0,55197
9 47,19949 13,88728 355,67075 0,03905 0,60723
10 25,18080 15,20946  487,28558 0,03121 0,45998
1 1,32045 35,94527  920,46027 0,03905 0,70025
2 1,40377 37,52128 961,24310 0,03903 0,70960
3 452583 19,90732 531,07366 0,03749 0,54282
4 45,79199  15,29435  348,18483 0,04393 0,45883
HDOCK 5 28,93011 9,62691 360,93489 0,02667 0,51508
6 69,77486  10,96262 280,77683 0,03904 0,32641
7 4498163 14,86268 362,18307 0,04104 0,51016
8 4496164 8,14047 292,81214 0,02780 0,34003
9 4512724  11,88700 407,71999 0,02915 0,53702
10 50,00306 8,44011 296,87395 0,02843 0,56086
1 5,75930 12,82718 355,82963 0,03605 0,50835
2 21,68804 10,82790 355,17545 0,03049 0,40360
3 15,13461 11,53729 312,76497 0,03689 0,36437
4 7,90942 8,54524 270,34056 0,03161 0,52344
ROSIE 5 10,04947 8,40394 270,53090 0,03106 0,63094
6 12,28738 8,42635 240,65776 0,03501 0,51922
7 4458963 8,28701 270,81217 0,03060 0,33114
8 2753770 10,65456  301,14461 0,03538 0,58354
9 6,25770 11,27426  309,48381 0,03643 0,36360
10 23,34147 8,01973 262,97332 0,03050 0,46092
1 2,10751 40,72060 1001,39778 0,04066 0,69310
2 39,40734 7,80339 284,92587 0,02739 0,49002
3 48,53128 9,52347 343,92681 0,02769 0,50953
4 41,26620 12,86115 346,96735 0,03707 0,57705
7DOCK 5 48,05610 13,13594 413,27600 0,03178 0,54541
6 51,81950 17,72614 532,44142 0,03329 0,62564
7 18,33218 17,43972 514,36118 0,03391 0,62538
8 5,51482 24,61097 671,96898 0,03663 0,68491
9 4598769 11,97129 402,70756  0,02973 0,59346
10 27,79308 14,34667 418,24659 0,03430 0,60904
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Tabela 14: Valores de 7msd, M I, H, MI/H e r para o complexo 2Y69 A-C e seus modelos putativos

gerados por diferentes servidores de docking.

Servidor Modelo rmsd MI Total H Total MI/H r
X Nativo 0 56,53563 995,90066 0,05677 0,82876
1 0,41135 62,47407 1087,59008 0,05744 0,82962
2 7497321  29,05911  725,80809 0,04004 0,68794
3 56,83171 20,97178 528,94200 0,03965 0,74909
4 37,64346  30,40657 690,98769  0,04400 0,80859
GRAMMX 5 43,14142  33,74801 615,62561 0,05482 0,80849
6 3450925 2755703 478,62319 0,05758 0,75647
7 64,31672 27,78356 666,16813 0,04171 0,77415
8 50,63936  19,64479  443,95649 0,04425 0,65974
9 60,68787 21,64756 542,81674 0,03988 0,50264
10 73,93504 22,29979  428,40804 0,05205 0,81612
1 0,34877 56,77450 995,23994  0,05705 0,82654
2 0,51662 59,49817 1041,77554 0,05711 0,83159
3 69,65576  24,20364  410,24477  0,05900 0,80838
4 43,60828 21,31466  444,95666 0,04790 0,73298
HDOCK 5 34,30569 21,63994  384,68332 0,05625 0,69175
6 69,07533 17,24054 310,00138 0,05561 0,80945
7 74,01598 19,87136 377,13686  0,05269 0,78499
8 72,67232 14,19735 293,33262 0,04840 0,71220
9 71,17114  16,69119  433,98444 0,03846 0,64372
10 75,28078 18,99209 388,89438 0,04884 0,80215
1 1,16503 4492876  798,90435 0,05624 0,81595
2 1,78713 40,77247  747,21572 0,05457 0,80034
3 1,79877 42,14717 734,94336  0,05735 0,81208
4 1,81334 39,99065 702,73786 0,05691 0,81523
ROSIE 5 1,77968 38,14414 669,04079 0,05701 0,79943
6 1,70231 33,29072 573,66563 0,05803 0,80497
7 4,85194 25,34251  464,42233 0,05457 0,76677
8 3,07295 28,87428 472,15730 0,06115 0,74907
9 3,59543 24,12585 421,96791 0,05717 0,77340
10 37,10186 20,10165 376,12457 0,05344 0,60489
1 1,65884 65,48764 1104,82424 0,05927 0,84470
2 76,33500 26,18530 553,52395 0,04731 0,70236
3 70,11675 23,46699 411,87060 0,05698 0,78681
4 7450252 31,32446  624,91591 0,05013 0,76680
7DOCK 5 73,51429 3542714 679,35906 0,05215 0,81468
6 70,64044  33,80355 829,48550 0,04075 0,76467
7 4411952 16,44876 504,54933 0,03260 0,57659
8 68,23035 27,30657 458,05263 0,05961 0,83101
9 69,79732  44,07557 765,86494 0,05755 0,77223
10 31,80129 36,20859 669,56995 0,05408 0,82332
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Anexo II — Codigo Fonte do DSM e UML

Docking Score Module.py

from MainWindow import MainWindow
from PyQt5 import QtWidgets
import sys

def main():

app = QtWidgets.QApplication(sys.argv)
GUI = MainWindow ()

GUI.show ()

sys.exit (app.exec_())

main ()

MainWindow.py

from Manager import Manager
from Docking import Docking
from MSA import MSA

from PyQt5 import QtWidgets
from PyQt5.QtWidgets import *
from PyQt5.QtGui import *
from PyQt5.QtCore import *
import pygtgraph as pg
import datetime as dt

from time import sleep
import traceback, sys
import numpy as np

class WorkerSignals (QObject) :

finished = pygtSignal ()
error = pygtSignal (tuple)
progress = pygtSignal (int)

class Worker (QRunnable) :

def __init__ (self, function):
super (Worker, self).__init__ ()
self.function = function
self.signals = WorkerSignals ()

@pygtsSlot ()
def run(self):
try:
self.function()

except:
traceback.print_exc ()
exctype, value = sys.exc_info() [:2]

self.signals.error.emit ( (exctype, value, traceback.format_exc()))
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finally:
self.signals.finished.emit ()

class MainWindow (QWidget) :

Define the interface for Docking Score Module.

def _ init__ (self):
super () .__init__ ()

self.initUI ()

self.threadpool = QThreadPool ()

print ("Multithreading with maximum %d threads" %
self.threadpool .maxThreadCount () )

self._ manager_objct = Manager ()

def 1initUI (self):
self.setGeometry (100, 100, 900, 700)
self.setWindowTitle ("Docking Score Module")
self.setWindowIcon (QIcon('icon.png'))
#define widgets

#top layout labels

self._ PDB_1bl = QLabel ("Docking Models Coordinates (.pdb)", self)
self._ msaA_1bl = QLabel ("Protein A Multiple Sequence Alignment (.fas)", self)
self._ _msaB_1lbl = QLabel ("Protein B Multiple Sequence Alignment (.fas)", self)

#mid layout labels
self.___job = QLabel ("Job name:")

self._ values = QLabel ("Set parameters: ")

self._ lambda = QLabel ("\u03BB - Pseudocounter =", gelf)
self.__theta = QLabel ("\u03B8 - Sequence Similarity =", gself)

self._ _cutoff = QLabel ("Contact Distance (\u00ch)"™ + 6 * " n 4+ v =n_ ge]lf)

self._ funcs = QLabel ("Select functions:")

#logo

self.label = QLabel (self)
self.__logo = QPixmap('logo.png')
self.label.setPixmap(self.__logo)

#buttons

self.__ PDB_btn = QtWidgets.QPushButton("Select...", self)
self._ PDB btn.setFixedwidth (80)

self._ PDB_btn.clicked.connect (self.openPDBs)

self._ _msaA_btn = QtWidgets.QPushButton("Select...", self)
self.  msaA _btn.setFixedWwidth (80)
self.__msaA_btn.clicked.connect (self.openMsal)

self._ msaB_btn = QtWidgets.QPushButton("Select...", self)
self._ _msaB_btn.setFixedWidth (80)
self.__msaB_btn.clicked.connect (self.openMsaB)



self.__save_job_btn = QtWidgets.QPushButton ("Save Job", self)
self.__save job_btn.setEnabled(False)

self._ save_ job_btn.clicked.connect (self.save_job)

self._ save_ job_btn.setStyleSheet ("; border: 2px solid white;")

self.__save_plot_btn = QtWidgets.QPushButton ("Save Plot", self)
self._ save plot_btn.setEnabled(False)

self._ save_plot _btn.clicked.connect (self.save_plot)
self._save_plot_btn.setStyleSheet("; border: 2px solid white;")

self._ runButton = QtWidgets.QPushButton ("Run!", self)

self.__ runButton.setStyleSheet ("background-color: #ebebeb; border: 2px solid
white; color: #ffffff")

self._ runButton.setMinimumHeight (40)

self.__ runButton.setEnabled(False)

#text boxes
self._ jobTxt = QLineEdit (self)
self.__ jobTxt.setStyleSheet ("background-color: #ffffff")

self._ lambdaBox = QDoubleSpinBox(self)
self.__lambdaBox.setStyleSheet ("background-color: #ffffff")
self._ lambdaBox.setRange (0.1, 1)

self.__ lambdaBox.setDecimals (2)
self.__lambdaBox.setSingleStep(0.1)

self._ lambdaBox.setValue(0.5)

self._ lambdaBox.setFixedWidth (60)

self.__thetaBox = QDoubleSpinBox (self)
self.__thetaBox.setStyleSheet ("background-color: #ffffff")
self._ thetaBox.setRange (0.1, 1)

self._ thetaBox.setDecimals (2)

self.__ thetaBox.setSingleStep(0.1)

self. thetaBox.setValue(0.8)

self._ thetaBox.setFixedwidth (60)

self._ cutoffBox = QSpinBox(self)

self._ cutoffBox.setStyleSheet ("background-color: H#ffffff")
self.__cutoffBox.setRange (0, 50)

self._ cutoffBox.setValue(8)

self._ cutoffBox.setFixedWidth (60)

#diagnostics_widget

self._ txt = QTextEdit(self)

self._ txt.setStyleSheet ("color: #ffffff; background-color: #000000; border: 2px
solid white")

self._ txt.setReadOnly (True)

self. txt.setFixedwidth(500)

QToolTip.setFont (QFont ('SansSerif', 10))

self._ lambdaBox.setToolTip ("Pseudocounter value. Must be between <b>0.1</b> and
<b>1</b>.")

self._ thetaBox.setToolTip("Sequence similarity value. Must be between <b>0.1</b>
and <b>1</b>.")

self._ cutoffBox.setToolTip("Distance between interprotein amino acids wich forms
a contact.")

#checkboxes
self._ cbMI = QtWidgets.QCheckBox ("Mutual Information", self)
self._ cbMI.toggle()

#self. cbDI = QtWidgets.QCheckBox ("Direct Information", self)
#self._ cbDI.toggle()
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self.__cbr = QtWidgets.QCheckBox ("Linear Correlation", self)

self.__ cbr.toggle()
#define layout

#top left

for widget in [self._ PDB_1bl, self._ msaA 1bl,
self._ msaB_1bl] :widget.setMinimumHeight (30)

self._ topgroupbox = QtWidgets.QGroupBox ("User Upload")
self.__topgroupbox.setStyleSheet ("background-color: #eb6ebebt")

self._ uploads_grid =

self._ uploads_grid.addwidget (self._ PDB 1bl, O,
self.__uploads_grid.addWidget (self.__msaA 1bl, 1, 0)
self.__uploads_grid.addWidget (self._ _msaB_lbl, 2
self._ uploads_grid.addwidget (self.__ PDB_btn, 0, 1)
self._ uploads_grid.addwidget (self._ msaA_btn, 1, 1)
self.__uploads_grid.addWidget (self._ _msaB_btn, 2

QtWidgets.QGridLayout ()
0)

, 0)

1)

self.__ topgroupbox.setLayout (self._ uploads_grid)

#mid left

for widget in [self._ jobTxt, self._ lambdaBox, self.__ thetaBox,
self.__ cutoffBox, self._ cbMI, self._ cbr]

widget.setMinimumHeight (30)

self._ midgroupbox = QtWidgets.QGroupBox ("User Preferencesg")
self.__midgroupbox.setStyleSheet ("background-color: #ebebebt")

self._ param grid = QtWidgets.QGridLayout ()
self._ param grid.addwidget (self.__ _job, 0, 0)
self._ param_grid.addwidget (self._ jobTxt, 0, 1)
self._ param_grid.addwWwidget (self._ values, 1, 0)
self._ param grid.addWidget (self._ lambda, 1, 1)

(

(

(
self._ param grid.addWidget (self._ lambdaBox, 1, 2)
self._ param_grid.addwWwidget (self._ theta, 2, 1)
self._ param_grid.addWidget (self._ thetaBox, 2, 2)
self.__ param grid.addwidget (self.__cutoff, 3, 1)
self._ param grid.addwidget (self.__cutoffBox, 3, 2)
self._ param _grid.addwWwidget (self._ funcs, 4, 0)
self._ param grid.addwidget (self._ cbMI, 4, 1)
self._ param grid.addwidget (self.__cbr, 5, 1)

#self._  param grid.addwidget (self._ cbDI, 6, 1)
self._ midgroupbox.setLayout (self._ param grid)

self._ save btn_hlayout = QtWidgets.QHBoxLayout ()
self._ save btn_hlayout.addWidget(self.___save_ job_btn)
self.__save btn _hlayout.addWidget (self.__save_plot_btn)

#bottom - left

self._ bottom hlayout
self.__ bottom hlayout.
self.__ bottom hlayout.
self._ bottom_hlayout.

#general - left

= QtWidgets.QHBoxLayout ()
addStretch (0)

addWidget (self.label)
addStretch (0)

self._ left_vlayout
self._ left_vlayout.
self._ left_vlayout.
self._ left_wvlayout.
self._ left_wvlayout.
self.__left_vlayout.

= QtWidgets.QVBoxLayout ()
addWidget (self._ topgroupbox)
addWidget (self._ midgroupbox)
addWidget (self.__ runButton)
addLayout (self._ save_btn_ _hlayout)
addLayout (self._ bottom_hlayout)
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#general - right

self._ rightgroupbox = QtWidgets.QGroupBox ("Diagnostics")
self._ rightgroupbox.setStyleSheet ("background-color: #ebebebt")

self.__right_grid = QtWidgets.QGridLayout ()
self._ right_grid.addwidget (self.__txt, 0, 0)

self._ rightgroupbox.setLayout (self.__ right_grid)

self.__right_vlayout = QtWidgets.QVBoxLayout ()
self._right vlayout.addWidget (self.__ rightgroupbox)

#general layout

self.__gen_hlayout = QtWidgets.QHBoxLayout ()
self.__gen_hlayout.addLayout (self.__left vlayout)
self._ gen hlayout.addLayout (self._ right_vlayout)

self.setlLayout (self.__gen_hlayout)

#define actions

def button_manager (self) :

white;

self.__ runButton.disconnect ()
self._ runButton.clicked.connect (self.run)

if self._ manager objct.valid align_ A and self._ manager objct.valid_align_B and
self._ manager_objct.valid_dockings:

self.__ runButton.setText ("Run")

self._ runButton.setStyleSheet ("background-color:
color: H#Efffffm)

self.___runButton.setEnabled (True)

self._ running = False

def turn_cancel_btn(self):

white;

self._ runButton.disconnect ()
self._ runButton.setText ("Cancel")

#00cc99; border: 2px solid

self.__runButton.setStyleSheet ("background-color: #£f£3300; border: 2px solid

color: #ffffff")
self.___runButton.clicked.connect (self.warning)

def warning(self):

buttonReply = QMessageBox.question(self, 'Cancel Run',

"Are you sure?",

QMessageBox.Yes | QMessageBox.No,

QMessageBox.No)

if buttonReply == QMessageBox.Yes:
self.cancel()

def cancel (self):

time = d = dt.datetime.now ()
msg = "\n>> Cancel Job:\n>> {} interrupted at

{}\n".format (self.__ _manager_objct.job_name,

%S"))

self .update_diagnostics(self._ _manager_ objct.txt + msqg)
self._ runButton.setEnabled(False)
self.widgets_on_run(True)

self._ _manager_objct.cancel = True

self .button_manager ()

d.strftime ("%H:%M:
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def

white;

def

white;

def

def

turn_plot_btn(self) :

if not self._ manager_objct.cancel:
self._ _manager_objct.output ()
self.update_diagnostics(self.___manager_objct.txt)
self.__ runButton.disconnect ()
self.___runButton.setText ("Plot")

self.__ runButton.setStyleSheet ("background-color: #3399ff; border: 2px solid

color: H#HEfffff™)
self._ runButton.clicked.connect (self.plot)

turn_restart_btn(self) :
self.__ runButton.disconnect ()
self._ runButton.setText ("Restart")

self._ runButton.setStyleSheet ("background-color: #ffcc00; border: 2px solid
color: #Effffffm)

self._ runButton.clicked.connect (self.restart())

restart (self):

self._ _manager_objct.restart

self.button_manager ()

plot(self) :

self._ plotWidget = pg.plot(self._ manager_objct.r list,

self._ manager _objct.mi_list, size=10, pen=pg.mkPen (None), symbol='o"',
brush=pg.mkBrush (0, 191, 255, 100), title="Docking Score Module -
{}".format (self.__manager_objct.job_name))

color=(

self._ plotWidget.setLabel ("left", "MI/H (nats)")
self._ plotWidget.setLabel ("bottom", "r")

for i, mi in enumerate(self._ manager objct.mi_list):
label = pg.TextItem(text=str(self._ _manager_objct.models_list[i]),
200, 200, 200), html=None, anchor=(0,0), border=None, fill=None, angle=0,

rotateAxis=None)
label.setPos(self._ manager objct.r list[i], self._ manager_objct.mi_list[i])

def

def

def

self._ plotWidget.addItem(label)
self.__save plot_btn.setEnabled(True)
self.turn_restart_btn()
update_diagnostics (self, txt):

self._  txt.setText (txt)

finish_ job (self):
self.turn_plot_btn()

self._ save_ job_btn.setEnabled (True)
openPDBs (self) :

options = QFileDialog.Options ()

options |= QFileDialog.DontUseNativeDialog
docking list, _ = QFileDialog.getOpenFileNames (self,"Select docking solutions",
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wn,"PDB Files (*.pdb);;All Files

options=options)
if docking list:
self.__manager_objct.set_docking list (docking list)
self.update_diagnostics(self.__manager_objct.txt)
self.button_manager ()

def openMsaA (self):

options = QFileDialog.Options ()

options |= QFileDialog.DontUseNativeDialog

alignment, _ = QFileDialog.getOpenFileName (self,"Select chain A alignment",
mn WEASTA Files (*.fas);;All Files

options=options)
if alignment:
self.__manager_objct.MSA_A(alignment)
self.update_diagnostics(self.__manager_objct.txt)
self .button_manager ()

def openMsaB (self):

options = QFileDialog.Options ()

options |= QFileDialog.DontUseNativeDialog

alignment, _ = QFileDialog.getOpenFileName (self,"Select chain B alignment",
wn wEASTA Files (*.fas);;All Files

options=options)
if alignment:
self._ _manager_objct.MSA_B(alignment)
self .update_diagnostics(self._ manager_objct.txt)
self.button_manager ()

def savefile(self):
options = QFileDialog.Options()
options |= QFileDialog.DontUseNativeDialog
filename, _ = QFileDialog.getSaveFileName (self,"Save Job",
self._ manager_objct.job_name, "All
Files (*);;Text Files (*.dat)", options=options)
return filename
def save_job(self):
filename = self.savefile()
if filename:

self._ manager_objct.savejob (filename)

def save_plot(self):

options = QFileDialog.Options ()
options |= QFileDialog.DontUseNativeDialog
filename, _ = QFileDialog.getSaveFileName (self,"Save Plot",
"{}.svg".format (self.__manager_objct.job_name),"svg Files (*);;Image Files (*.svg)",

options=options)

self._ plotWidget.writeSvg(filename)



def

def

def

def

checkParameters (self) :

self.update_diagnostics(self._ manager objct.txt)
self.__manager_objct.job_name = self.__ jobTxt.text ()
self.__manager_objct.set_lambda (self.__lambdaBox.value())
self._ manager_objct.set_theta(self._ thetaBox.value())
self._ manager_objct.set_cutoff (self._ cutoffBox.value())

if self._ cbMI.isChecked() :

self._ _manager_objct.set_ MI (True)
#if self._ cbDI.isChecked() :

#self._ manager_objct.set_DI (True)
if self._ cbr.isChecked() :

self.__manager_objct.set_r (True)

widgets_on_run(self, T):

self._ PDB btn.setEnabled(T)
self._ _msaA_btn.setEnabled(T)
self._ msaB_btn.setEnabled(T)
self._ jobTxt.setEnabled(T)
self.__ lambdaBox.setEnabled(T)
self.__ thetaBox.setEnabled(T)
self._ cutoffBox.setEnabled(T)
self._ cbMI.setEnabled(T)
#self._ cbDI.setEnabled(T)
self.__cbr.setEnabled(T)

instantiate(self) :
self._ _manager_objct.run/()
run (self) :

self.turn_cancel_btn()

self.widgets_on_run(False)

self.checkParameters ()
self.__manager_objct.calculate Meff
self.update_diagnostics(self.__manager_objct.txt)
worker = Worker (self.instantiate)
worker.signals.finished.connect (self.finish_job)
self.threadpool.start (worker)

Manager.py

from
from
from
from
from
from
from
from

PDBReader import PDBReader
MSA import MSA

Verifier import Verifier
Docking import Docking
Coevolution import Coevolution
Output import Output
PyQt5.QtCore import *

Bio import AlignIO, SeqgIO
import datetime as dt

from scipy import spatial
import numpy as np

import multiprocessing as mp

class Manager (QMutex) :
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Manage rotines of API and interact with UI.

def _ _init_ (self):

super (Manager, self)._ _init__ ()
self. mtx = QMutex ()

self._ cancel = False

self._ txt = mn

self._ docking_ list = []
self._ _MSA = MSA()

self._ checker = Verifier()
self.__ pdbReader_ list = []
self._ valid_dockings = False
self.__valid align_A = False
self.__valid align_B = False
self._ job_name = None
self.__lambda = 0.5
self.__theta = 0.8

self._ cutoff = 8

self.  MI = False

self._ DI = False

self._ _r = False

self._ docking results = []

@property
def cancel (self):

self.  mtx.lock()
cancel = self._ cancel
self. mtx.unlock()
return cancel

@cancel.setter
def cancel (self, T):

self._ mtx.lock()
self.__cancel =T
self.  mtx.unlock()

def update_txt(self, msg):
self._ txt += "dsm >> {}\n".format (msqg)

@property

def txt(self):

return

self._ txt

def MSA A(self, MSA_file):

msa =

msgl =

self._ MSA.set MSA A(MSA_file)

"MSA A file: {}\n>> {} sequences".format (MSA_file,

self._ MSA.MSA A numseds)

msg2 =
msg3 =

if msa:
if

"A alignment and pdb A protein are incompatibles"
"MSA A file invalid. Enter a multiple sequence alignment file"

self.__valid_dockings:
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def

checker = Verifier()
if checker.validate MSA(self.__ pdbReader_ list[0].fastal0],
self._ MSA.ref msa_A):

self._ wvalid_align_ A = True
self.update_txt (msgl)

else: self.update_txt (msg2)

else: self.update_ txt (msgl)
else: self.update_ txt (msg3)

MSA_B(self, MSA_file):

msa = self._ MSA.set MSA B(MSA_file)

msgl = "MSA B file: {}\n>> {} sequences".format (MSA file,
self._ MSA.MSA B numseds)
msg2 = "B alignment and pdb B protein are incompatibleg"
msg3 = "MSA B file invalid. Enter a multiple sequence alignment file"
if msa:

if self._ valid dockings:
checker = Verifier()
if checker.validate MSA(self._ pdbReader_list[0].fastall],
self._ MSA.ref msa_B):
self.__valid_ align_B = True
self.update_txt (msgl)
else: self.update_ txt (msg2)
else: self.update_ txt (msgl)
else: self.update_txt (msg3)

@property

def

def

calculate Meff (self):

cv = Coevolution ()

cv.set_theta(self.__theta)

cv.Meff (self._ MSA)

self.update_txt ("\u03B8 = {}; Meff = {}".format(self._theta, self._ MSA.Meff))

set_docking_list(self, docking list):
nnn Tnstantiate PDBReaders objects from docking list. "mn

self.__docking list = docking list

self._ pdbReader_ list = [PDBReader (docking) for docking in docking list]
msgl = "docking files: {}".format (docking_1list)
msg2 = "docking models must have exactly same proteins."

msg3 "A alignment and pdb A protein are incompatibles"
msg4 = "B alignment and pdb B protein are incompatiblesg"
checker = Verifier()

val_models = checker.validate models(self.__pdbReader_ list)
val_A = True
val_B = True

if self._ _valid_align_A and val_models:
if not checker.validate_MSA (self._ pdbReader_list[0].fastal[0],

self._ MSA.ref _msa A):

val_A = False
self .update_txt (msg3)
if self._ wvalid align_B and val_models:
if not checker.validate_ MSA(self.__pdbReader_ list[0].fastall],

self._ MSA.ref_msa_B):
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def

def

def

val_B = False
self.update_txt (msg4)

if val_models and val_A and val_B:
self.__valid dockings = True
self.update_txt (msgl)

else: self.update_ txt (msg2)

make_calculations (self, docking_file):
nnn Tnstantiate Coevolution object for calculations. """

coordinates = PDBReader (docking file)

docking = Docking (coordinates, self.__ cutoff)
docking.name = docking file.split("/") [-1]

cv = Coevolution()

cv.set_lambda (self.__ lambda)

if self._ MI and not self.cancel:
cv.MI (self._ MSA, docking)

if self._ DI and not self.cancel:
cv.DI(self._ MSA, docking)

if self.__r and not self.cancel:
msa_a = self._ MSA.MSA_A fasta(docking.A ICs, docking.name)
msa_b = self._ MSA.MSA_B fasta(docking.B_ICs, docking.name)
docking.r = cv.correlation(msa_a, msa_b)

return (docking)

run (self) :
nnn Tnstantiate Pool object for paralelize calculations. """

pool = mp.Pool ()

self.__docking results = pool.map(self.make calculations, self._ docking_list)

pool.close()
pool.join ()
print("look! I'm running!!")

output (self) :
nnn print results of calculations for each docking model. "m"n
self.__out = Output(self._ job_name,

self._ docking_results,

self.__ theta,
self._ lambda,

self._ MIT,
self._ DI,
self._ r)

self.update_txt ("Results:")
for i, model in enumerate(self._ out.models) :

msg = str (model)

if self._ MI:

msg += " MI = {} " format (self._  out.mis[i])
if self._ DI:

msg += " DI = {} ".format(self._ out.rs[i])
if self.__r:

msg += " r = {} ".format(self.__out.rs[il])
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self.update_txt (msqg)

print(self._ out.scoring_list)

def savejob(self, filename):
self.__out.pairs_for_vmd(filename)
self.  out.w_file(filename)

@property
def restart(self):

pass

@property
def job_name (self):

return self._ job_name

@job_name.setter

def job_name(self, name) :
if name:
self.___job_name
else:

def

def

def

def

def

def

def

def

name

d = dt.datetime.now ()

self._ job_name =

"j_{}".format (d.strftime ("%Y

self.update_txt("Job {}:".format(self.__job_name))

set_lambda (self,

self.__ lambd

a

set_theta(self,

self._ theta

set_cutoff (self,

self.___cutof

set_MI (self,
self._ MI =

set_DI (self,
self._ DI =

set_r(self,
self. _r =T

£

value) :
value

value) :
value

T) :

T

T) :

T

T) :

set_dfile(self,
self.__gen_dfile =

set_plot(sel
self.__plot

£,

T

T) :

T) :

T

value) :
value

m%d%SHSM%S") )
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@property
def valid_dockings (self):
return self._ valid_dockings

@property
def valid_align_A(self):
return self._ valid align_A

@property
def valid_align_B(self):
return self._ wvalid_align_B

@property
def models_list(self):
return self.___out.models

@property
def mi_list(self):
return self._ out.mis

@property
def di_list(self):
return self._ out.dis

@property
def r_list(self):
return self.__out.rs

PDBReader.py

from Bio.PDB import =*
from Bio.PDB.Polypeptide import three_to_one

class PDBReader() :

Parse PDB file

def __init__ (self, pdb_file):

Create PDBREader object

self._ complex = str(pdb_file)
self.__model = None
self.__res_list = [[], I[1]
self._ fasta_res_list = []



self._ _res_id_list = []
self.__parser()
self._ get_ids_list()

def parser (self) :

mnn Tnstance a PDBParser object and make a list of residues for each chain.

pdb = PDBParser (QUIET=True)
structure = pdb.get_structure(self._ complex, self._ complex)
self.__model = structure(0]

chain_res_list = [Selection.unfold entities(chain, "R") for chain in
self._ _model]
for i, chain in enumerate(chain_res_list):
for aa in chain:
if is_aa(aa.get_resname(), standard=True) :
self.__res_1ist[0] .append(aa) if i == 0 else
self.__res_1list[1l].append(aa)

def _ get_ids_list(self):
"nno Get a list of residues ids. """

for chain in self._ res_list:
res_id = []
for residue in chain:
if is_aa(residue.get_resname (), standard=True) :
res_id.append(residue.get_id () [1])
self._ res_id list.append(res_id)

@property
def complex(self):

return self._ complex
@property

def chain residues_1list (self):
"mn Return a list of a residues list for each chain. """
return self._ res_list

@property

def id_list(self):
nmn Return a list of a residues list ids for each chain. """
return self._ res_id list

@property

def missing_ids (self):
nnn Get missing ids in pdb. ""n
missing ids = []

for idx in (self._ _res_id list):
start, end = idx[0], idx[-1]

missing_ids.append(sorted(set (range(start, end + 1)) .difference(idx)))



return missing_ids

@property
def fasta(self):

nnn Return a list of one letter residues list for each chain"""

for chain in self._ _res_list:
fasta_chain = []
for res in chain:
if is_aa(res.get_resname (), standard=True) :
fasta_chain.append(three_to_one(res.get_resname()))

fasta_chain = ''.join(fasta_chain)
self._fasta res_list.append(fasta_chain)
return self._ fasta res_list
@property

def atoms (self) :
return Selection.unfold entities(self._ _model, "A")

MSA.py

from Bio import AlignIO
import numpy as np
import os

class MSA:

Receive a MSA.fasta alignment, parse and return the positions of information
channels.

def _ _init__ (self):

self._ MSA A _file = None

self._ MSA B_file = None

self._ MSA A = None

self._ MSA B = None

self._ _encoded MSA_A .empty ((0, 0))

self._ _encoded MSA_B .empty ((0, 0))

self.__aa code = {"A": O, "R": 1, "N": 2, "D": 3, "Q": 4,
WEW: 5, "G": 6, "H": 7, "L": 8, "K": 9,
"M 10, "F": 11, “S": 12, "Tv: 13, "wv: 14,
wyw: 15, wce: 16, “"I": 17, "P": 18, "V": 19,
m-w. 20, ".": 20, "B": 2, "Z": 4, "X": 20, "J": 20}

o
8B
Lolo]

self._ g = 21
self._ sequence weight = np.empty ([0, 0])
self._ Meff = 0

def __ set_encoded(self, msa):
encoded = np.empty((len(msa), len(msal[0])), dtype=np.intl6)

for idx, aa in np.ndenumerate (msa) :
aa = aa.upper()



def

def

def

encoded [idx] = int(self.__aa_codelaal)

return encoded

set_MSA A(self, file name):
try:

self.  MSA_ A = AlignIO.read(file name, "fasta")

except:
return False

self._ MSA_ A file = file_name

self.__encoded MSA_A = gelf._ set_encoded(self._ MSA A)
if self._ MSA B and len(self._ MSA B) != len(self._ MSA_ A):

return False
else:
return True

set_MSA B(self, file_name) :
try:

self._ MSA_B = AlignIO.read(file_name, "fasta")

except:
return False

self. MSA B file = file name

self.__encoded MSA_ B = self.__ set_encoded(self.__ MSA B)
if self._ MSA A and len(self._ MSA A) != len(self.__ MSA _B):

return False
else:
return True

encoded_MSA (self, IC list):

encoded_msa = np.take(np.concatenate((self.__ _encoded_MSA A,
self._ encoded MSA_B), axis=1l), IC_list, axis=1)

return encoded_msa

@property

def

def

def

ref _msa_A(self):

a = self._ MSA_A[0].format("fasta") .rsplit() [1:]
a = ""_ join(a)

return a

MSA_ A fasta(self, ics, name):
temp — un

for seq in self._ MSA_ A:
temp += ">" + geqg.id + "\n"
line = v
for i in ics:
line += seqgl[i]
temp += line + "\n"

with open("msa_ A {}.fas".format (name), 'w') as fl:
fl.write(temp)

fl.close()

msa_A = AlignIO.read("msa_ A {}.fas".format (name),

#os.remove ("msa_A {}.fas".format (name))
return msa_A

MSA_A(self, ICs):

"fasta")
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return np.take(self.___encoded MSA_A, ICs, axis=1)

@property
def MSA_A sz (self):
return self.__ _encoded MSA_A.shapel[l]

@property
def MSA_A_numsedgs (self) :
return self._ _encoded MSA_A.shape[0]

@property

def ref _msa_B(self):
b = self._ MSA_BI[0].format ("fasta") .rsplit() [1:]
b = "".Join (b)
return b

def MSA B _fasta(self, ics, name):
temp — nun

for seq in self._ MSA B:
temp += ">" + geq.id + "\n"
line = "n
for i in ics:
line += seql[i]
temp += line + "\n"

with open("msa_B_ {}.fas".format (name), 'w') as fl:
fl.write(temp)

fl.close()

msa_B = AlignIO.read("msa_B {}.fas".format (name), "fasta")

#os.remove ("msa_B_{}.fas".format (name))
return msa_B

def MSA B(self, ICs):
return np.take(self.___encoded_MSA B, ICs, axis=1)

@property
def MSA B_sz(self):
return self._ encoded MSA_ B.shape[1l]

@property
def MSA B _numseds (self):
return self._ encoded MSA_B.shape[0]

@property
def num_of_seqgs (self):
return self._ encoded_MSA_ A.shapel[0]

@property
def full_encoded(self) :

return np.concatenate((self._ _encoded MSA_A, self.__ encoded MSA_B),

@property
def sequence_weight (self) :
return self._ sequence weight

@sequence_weight.setter
def sequence_weight (self, wvector):
self._ sequence_weight = vector

@property
def Meff (self):

axis=1)
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return self._ Meff

@Meff.setter
def Meff (self, Meff):
self._ Meff = Meff

@property
def g(self):
return self.__ g

@property
def reset (self):

self.  MSA A file = None

self._ MSA_B file = None

self._ MSA A = None

self._  MSA B = None

self._ _encoded MSA_ A = np.empty((0, 0))
self.__encoded MSA_ B = np.empty((0, 0))
self.___sequence weight = np.empty ([0, 0])
self._ Meff = 0

Docking.Py

from Bio.PDB import *
import numpy as np

class Docking () :

Contain the information about docking complex.

def _ _init_ (self, PDBReader_Objct, cutoff = 8):

Create a Docking object.

self._ cutoff = cutoff

self.__ PDB_reader = PDBReader_Objct

self._ chain_res_list = PDBReader_Objct.chain_residues_list
self._ chain A = self._ chain_res_1list[0]

self._ chain_B = self._ chain_res_list[1]

self._ _name = ""

self._ atom list = []

self._ contact_pairs = []

self._ ICs = []
self. MI = 0
self. _h =0
self._r =0
self. DI = 0
self.__ref_ atoms|()

self.__ _contacts ()



def _ ref atoms(self):
nnn gelect a list of atoms of reference for NeighborSearch object. """

for chain_res_list in self._ chain_res_list:
for residue in chain res_list:
if is_aa(residue) :
if residue.has_id("CB") :
self._atom list.append(residue["CB"])
else:
self._ atom list.append(residue["CA"])

def correct_shift(self, residue):

mnn Correct residue id for iteration. """

A_shift
B_shift

self.__chain A[0] .get_id () [1]
self._ _chain B[0] .get_id () [1]

res_id = 0

if residue in self._ chain_A:
if self._ PDB_reader.missing_ids[0]:
for i in self._ PDB reader.missing_ids[0]:
if residue.get_id() [1] > 1i:
res_id -= 1
res_id += residue.get_id() [1] - A _shift
else:
if self._ PDB_reader.missing_ids[1]:
for i in self._ PDB reader.missing_ids[1]:
if residue.get_id() [1] > 1i:
res_id -= 1
res_id += residue.get_id () [1] - B_shift + len(self._ chain_A)

return res_id

def ___contacts(self):
nnn Make a list of contact pairs. wnn

ns = NeighborSearch(self.__atom_list)

for atom in self.__atom_ list:
if atom.get_parent() in self._ chain_ A:
neighbors = ns.search(atom.get_coord(), self.__ _cutoff, "R")

for res in neighbors:
if res not in self._ chain_A:
self.__contact_pairs.append((atom.get_parent (), res))

@property
def ICs(self):

nnn Return residues id of the complex interface. """

flat_list = [res for pair in self._ contact_pairs for res in pair]
ICs = list(set(map(self.correct_shift, flat_list)))
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return ICs

@property
def contact_map (self):

nnn Return contact map array with correct ids. """

c_map = np.asarray([list(map(self.correct_shift, pair)) for pair in

self._ _contact_pairs])
return c_map

@property
def A ICs(self):

A = [i[0] for 1 in self._ contact_pairs]
A = sorted(list(set(map(self.correct_shift,

return A

@property
def shift B ICs(self):

B = [i[1] for i in self._ contact_pairs]
sorted(list (set (map(self.correct_shift,

B
return B

@property
def B_ICs(self):

B = [i[1] for i1 in self._ contact_pairs]
B = sorted(list(set (map(self.correct_shift,
B = list(map(lambda x: x -

return B

@property

def pairs_wtt_correction(self):
pairs = [list(map(lambda x: x.get_id() [1],

self._ contact_pairs]
return pairs

@property
def name (self):
return self._ name

@name.setter
def name (self, name):
self._ _name = name

@property
def MI (self):
return self._ MI
@MI .setter
def MI(self, value):
self._ MI = wvalue

@property
def h(self):
return self.__h
@h.setter
def h(self, value):
self.__h = value

@property
def MI_by h(self):

return self._ MI / self.

A))))

B))))

B))))

len(self.__chain A), B))

pair)) for pair in
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@property
def MI_by npairs(self):
return self._ MI / len(self._ contact_pairs)

@property
def r(self):
return self._r
@r.setter
def r(self, value):

self._ r = value
@property
def DI(self):

return self._ DI

@DTI.setter

def DI(self, value):
self._ DI = wvalue

@property

def n_pairs(self):
return len(self._ contact_pairs)

Verifier.py

from Bio.PDB import *

from Bio import pairwise?2

from Bio import AlignIO, SeqIO
import Levenshtein

class Verifier():

Verify and correct the iteration of the PDB chain.

def _ _init_ (self):
pass

def align_identity(self, seql, seg2):
"nn Calculate distance between sequences. """
distance = Levenshtein.ratio(seql, seg2)
return True if distance > 0.98 else False

def is_alignment (self, align):

align = AlignIO.read(align, "fasta")
return True i1f align else False

#TODO
def sincronizes_gap(self):
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Sicronize gaps in MSA an PDB sequence.
pass

def validate_models (self, pdbs):
for model in pdbs:
AIsEqual =
BIsEqual =
if not AIsEqual or not BIsEqual: return False
return True

def validate_ MSA(self, pdb, msa):

isEqual = self.align_identity (pdb, msa)
return True if isEqual else False

Output.py

from Docking import Docking
from Bio.PDB import =*

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

import glob, imp

class Output() :

Manager output.

def _ init_ (self, jobname, model_list, theta, lambda_,
self._ job_name = jobname
self._ _model_list = model_list
self._ PDB REF = "lbxrl.pdb"
self.__models = []
self._ valid_mi = valid_mi
self._ wvalid_di = wvalid_di
self.__wvalid r = valid_r
self._ mis = []
self._  hs = []
self._ _mis_norm_h = []
self.__n pairs = []
self.__mis_norm pairs = []
self._ dis = []
self._ rs = []
self.__parameters = {"t": theta, "1": lambda_}

self._ _make_lists()

def _ make_ lists(self):

for model in self._ model_list:
self.__models.append (model.name)
self.__mis.append (model.MI)
self._ hs.append (model.h)
self._ mis_norm_ h.append (model.MI_by h)

self.align_identity(pdbs[0].fastal[0],
self.align_identity (pdbs[0] .fastall],

model.fasta([0])
model.fastal[l])

valid_mi,

valid_di,

valid_ r):
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self._ n pairs.append(model.n_pairs)
self.__mis_norm pairs.append (model.MI_by npairs)
self._ dis.append (model.DI)

self._ rs.append(model.r)

def w _file(self, filename):

with open("{}_t{}_1{}.dat".format (filename, round(self.__parameters["t"],
round (self._ parameters["1"], 2)), 'w') as f:
f.write("theta = {}\nlambda = {}\n".format (self._ parameters["t"],
self._ parameters["1"]))

f.write("models = {}\n".format (self.__models))

if self._ valid mi:
f.write("mi = {}\n".format (self.__mis))
f.write("h = {}\n".format (self.__hs))
f.write("mi/h = {}\n".format (self.___mis_norm h))
f.write("n_of pairs = {}\n".format(self.__n_pairs))
f.write("mi/npairs = {}\n".format(self.__mis_norm pairs))

if self._ _valid _di:
f.write("DIs = {}\n".format (self.__dis))
if self._ valid r:

f.write("r = {}\n".format (self.__rs))
f.close()
@property
def scoring_list(self):
res_list = [(model.name, model.MI, model.DI, model.r) for model in

self._ _model_list]
return res_list

@property
def models (self):
return self._ models

@property
def mis(self):

return self._ mis
@property
def dis(self):

return self._ dis
@property
def rs(self):

return self._ rs

Coevolution.py

import math

import numpy as np

from scipy import spatial

from Bio.Phylo.TreeConstruction import DistanceCalculator
from Bio import AlignIO

import timeit

class Coevolution() :
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Implement direct coupling analisys for a docking solution.

def _ _init_ (self):

nnn Create Coevolution object for calculations. "un

self._ theta = 0

self.__lambda = 0

self._site freq = np.empty((0, 0))
self._ pair_ freq = np.empty((0, 0, 0, 0))

def set_theta(self, wvalue):
self.___theta = wvalue

def set_lambda (self, wvalue):
self._ lambda = wvalue

def Meff (self, msa):

nnn Calculate effective number of independent sequences in msa, the sequences
weight and set these values in msa objct. """

hamming_distance = spatial.distance.pdist(msa.full_encoded, "hamming")

weight_matrix = spatial.distance.squareform(hamming_distance < (1.0 -
self._ theta))

msa.sequence weight = 1.0 / (np.sum(weight_matrix, axis=1) + 1.0)

msa.Meff = np.sum(msa.sequence_weight)

def sitefreg(self, msa, ICs):

nmm Calculate the single site frequencies in encoded MSA. """

if not msa.Meff:

self.Meff (msa)
site freq = np.zeros((len(ICs), msa.q), dtype=float)
for i in range(len(ICs)):

vec = np.bincount (msa.encoded MSA(ICs) [:, i], weights=msa.sequence_weight)
site_freqgli, O:vec.size] = vec

site freq /= msa.Meff
self._  site_freq = (1 - self._ lambda) * site freq + self._ lambda / msa.q

def pairfreg(self, msa, ICs):

nwm Calculate the double site frequencies in encoded MSA. """
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if not msa.Meff:
self.Meff (msa)

pairfreq = np.zeros((len(ICs), msa.q, len(ICs), msa.q),dtype=float)
encoded = msa.encoded_MSA (ICs)

pairfreq = np.zeros((len(ICs), msa.q, len(ICs), msa.q),dtype=float)
for a in range (msa.num_of_seqgs) :
for 1 in range (len(ICs)):
for j in range(len(ICs)):
pairfreql[i, encoded[a, i], j, encodedl[a, j]] +=
msa.seqguence_weight [a]

pairfreq /= msa.Meff
pair _freq = (1 - self._ lambda)*pairfreq + self._ lambda/(msa.qg * msa.q)

for i, aa in enumerate (ICs) :
for am_i in range(msa.q) :
for am_j in range(msa.q):
if (am_i==am 7j):
pair_freqgli,am _i,i,am_j] = self._ site freqgli,am i]
else:
pair freqgli,am i,i,am_j] = 0.0

self._pair freq = pair_freqg

def MI (self, msa, docking):

nnn Calculate mutual information for a protein complex. """

ICs = docking.A_ICs + docking.shift_ B ICs
self.sitefreg(msa, ICs)
self.pairfreg(msa, ICs)

#enc = msa.encoded MSA (ICs)
#with open("enc_{}.py".format (docking.name), 'w') as f:
#f.write(str(enc[0, :].tolist()))

contact_map = docking.contact_map
A ICs = docking.A_ICs
B_ICs = docking.shift B ICs

nA len(A_ICs)
nB = len(B_ICs)

mi_matrix pp = np.zeros((nA, nB), dtype=float)
h_matrix = np.zeros((nA, nB), dtype=float)

for i, col_i in enumerate (A _ICs):
for j, col_Jj in enumerate(B_ICs):

tmpl = (np.sum(self._ pair freqli, :, j + nA, :] *

np.log(self._ pair_ freqgli, :, j+naA, :1 /

(np.transpose (np.broadcast_to(self._ site freqli, :] , (msa.g, msa.q))) *

np.broadcast_to(self._ site freq [j + nA, :], (msa.q, msa.qg))))))

tmp2 = (np.sum(self._ pair freqli, :, j + nA, :] *
np.log(self._ pair_ freqgli, :, j + nA, :1))) * -1

if any((x == [col_i, col_jl1).all() for x in contact_map) :

mi_matrix_ppli,j] = tmpl
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h matrix[i,j] = tmp2

docking.MI = np.sum(mi_matrix_pp)
docking.h = np.sum(h_matrix)
print ("MI = {}, MI/h = {}".format (np.sum(mi_matrix_pp),
np.sum(mi_matrix_pp) /np.sum(h_matrix)))

def correlation(self, msaA, msaB):
"nn Calculate the correlation value for the distance arrays of chainsg. """

calculator = DistanceCalculator('blosumé62')
dm_A = calculator.get_distance (msad)

dm_B = calculator.get_distance (msaB)

av_A = np.average (dm_A)

av_B = np.average (dm_B)

num = 0

den_ A = 0

den_ B = 0

num of_segs = len(msald)

for i in range (num of_seqgs) :
for j in range(num_of_segs) :

num += (dm_A[i, j] - av_A) * (dm_B[i, j] - av_B)
den_A += (dm_A[i, j] - av_A)**2
den_B += (dm_B[i, j] - av_B)**2

r = num / (np.sgrt(den_A) * np.sqgrt(den_B))

print ("r = {}".format (r))
return r
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calculations for

each Docking
object

-job_name: str
-model_list

-valid_mi: bool
-valid r: bool

-mis: list
-hs: list
-rs: list

-parameters: dict

-theta: float
-lambda: float
-site freq
-pair_freq

-make_list()

+w_file(file name:str,theta:float, lambda:float)
+scoring list()

+models ()

+mis ()

+rs()

+hs ()

+theta(value:float)
+Llambda(value:float)
+Meff(msa:MSA)

-site freq(msa:MSA,ICs:list)
-pair_freq(msa:MSA,ICs:list)
+MI (msa:MSA,docking:Docking)

+Correlation(sub MSA A:MSA A,sub MSA B:MSA B)




