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O que é rede em escala genomica?

oquer | - B uma rede metabolica

- Em que cada reacao nao-artificial esta
associada a um conjunto minimo de genes

— normalmente tem +1000 reacoes



O que é rede em escala genomica?

oquer | - B uma rede metabolica

- Em que cada reacao nao-artificial esta
associada a um conjunto minimo de genes

— normalmente tem +1000 reacoes

Reacao artificial: aquela que nao representa uma
transformacao que ocorre no metabolismo real e sim
uma restricao puramente matematica. Ex: a
composicao da biomassa p



Reconstrucao automatica

Genoma: ACGTAGTACTTAGCTAGCA

Geracao Genes: G1 G2 G3 G4 Gbh

Automatica

Proteinas: P1 P2 P3 P4  P5

Reacoes: R1 R2 R3 R4 R5
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Reconstrucao automatica

Genoma: ACGTAGTACTTAGCTAGCA

Geracéao
Automatica

| G2 43 G4 G5

Database de
associacoes P1 P2 P3 P4 PS5
GPRR1 R2 R3 R4 RS

Rede: R1 R2 R3 R4 R5
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Reconstrucao automatica

Genoma: A 'CTAG'ACITAGCTAGCA

Geracéao
Automatica

Database de

associacoes P1
GPR R

Rede: R4 R5



Reconstrucao automatica

‘---- - m ey

Genoma: ' A TA.G ACTT’.AGCTAGCA

Geragao “a,

Automatica (2 3 \ G4 GS

P2 P3 P4 P5
R3 R4 RS

Rede: R4 RS R6



Reconstrucao automatica

Genoma: AGCTAGCA AGCTAGCA

Geracéao
Automatica

Database de
associacbes P1 P2 P3

GPR p1 R2 R3

Rede: R4 R5



Geracéao
Automatica

Reconstrucao automatica

(Genoma: AGCTAGCACTTAGCTAGCA
N—t i |

G2 G3 ‘G4 ‘G5
P2 P3 P4 PS5
R2 R3 R4 RS

/

Rede: R4 R5  R6
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Reconstrucao automatica

(Genoma: AGCTAGCACTTAGCTAGCA

Geracéao
Automatica

Database de

associacoes P1
GPR R

Rede: R5 R6



Reconstrucao automatica

(Genoma: AGCTAGCACTTAGCTAGCA

—y i
Gera(;él_o N/
Automatica GZ G3 GS
P2 P3 P5
R2 R3 R5

a /

Rede: R5 R6
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Geracéao
Automatica

Reconstrucao automatica

(G1 e G2) ou (G3, ou Gb)
)
(P1 e P2 e P3)e (P4 ouP5)
)
(R1)

(G2 e (.4) ou (G3 ou G6)
!
(P4) e (P6)
)
(R2)
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Reconstrucao automatica

O processo inteiro de reconstrucao
automatica de redes metabolicas a partir

do genoma esta sujeito a erros:
Geracéao .
Automatica | ~ SequenCIamentO

- montagem do genoma
- anotacao do genoma
- associacoes GPR



Reconstrucao automatica

O processo inteiro de reconstrucao
automatica de redes metabolicas a partir

do genoma esta sujeito a erros

Geracéao
Automatica

Reconstrucao automatica gera um
rascunho

Sem refino manual, sem confianca!



Refino
Manual

Refino manual

- Processo

- No qual adicionamos e removemos
reacoes da rede metabolica

- A fim de que: para cada condicao
experimental ja observada, os fluxos
calculados se aproximem dos medidos (em
biorreatores, shakers, ensaios de atividade
enzimatica, etc)
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Refino
Manual

Refino manual

- Processo de otimizacao: dentre todos 0s
conjuntos possiveis de reacoes, vamos
selecionar aquele que melhor explica o
conjunto inteiro de dados experimentais
de velocidades especificas que temos
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Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes

metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:
A M
° ® e ©
° o 0® o °°
® 0490 o0
® 9
0® 0o 0 o
Refino o0 “ o ®
Manual @ 'C @
0 ®
®
©
®_©
° ®
®




Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes
metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:

A [

Refino o0 ® € .. ®
Manual 2 0 ¢




Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes

metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:
A M
o @ ©. .0 Wie sdo as
® ® g0 :
©c, 00 4 2 e redes produzidas
0o % %o *9 pelos processos
0o 0® 20 o de refino Q1 e
Refino
Manual » ‘Q .‘ ® . Qual . |
o0 .0 processo foi mais
® eficaz?
® _©
pe ®
®
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Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes

metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:
A M
o @ © .90 (ualdasduas
® O o0
©c, 00 4 redes melhor
® O oo o0
L JPN © representa o
C I o9 O Y . o
0®. %0 o metabolismo®
Refino ®*e “ o ®
Manual ) ‘C ¢
o0 ®
®
©
® _©O
pe [
®
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Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes

metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:
A
o Qual das duas
redes melhor
¢ representa o
o .
metabolismo?
Refino ®
Manual
O
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Refino manual

Exemplo: plotamos fluxos calculados via duas redes

metabolicas, W1 e '/, junto com 0s experimentais:
A M

. o {*  Qual das duas
redes melhor

¢ representa o

® .
metabolismo?
Refino o

Manual Dificil responder olhando para cada

‘. ponto experimental isoladamente
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Refino
Manual

Refino manual

Refino monoponto: cada alteracao na rede
e baseada na comparacao entre 1 ponto
experimental e 1 distribuicao de fluxos

Refino N-casca: cada alteracao na rede é
baseada na comparacao entre uma regiao
N-D que contém todos 0s pontos
experimentais possiveis e uma regiao N-D
que contem todas as previsoes da rede
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Refino manual

Refino monoponto:

- tradicional

- pontos inerentemente discretos

- rede refinada pode ser muito mais ou
muito menos flexivel que o metabolismo

Refino N-casca:

- comecamos a desenvolver em 2017
- superficies continuas

- limites teoricos para a flexibilidade
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Manual

Refino manual monoponto

Usualmente é feito com dados fenotipicos
qualitativos: cresce em glicose, nao cresce
em xilose, etc (placas de petri, shaker, etc)

Sdo baseados nesse paradigma:

- Protocolo BIOLOG

- Gapfilling automatico de redes
metabolicas em escala genomica
- Tecnologias high-throughput

26



Refino
Manual

Refino manual monoponto

Usualmente é feito com dados fenotipicos
qualitativos: cresce em glicose, nao cresce
em xilose, etc (placas de petri, shaker, etc)

Serve para:
- corrigir erros de anotacao do genoma
- verificar presenca de genes essenciais
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Refino
Manual

Refino manual N-casca

SO pode ser feito com dados fenotipicos

quantitativos: (qSN’ gs2 || gsna u)
Exemplo N = 2:
b H ... S substratos
heterdlogos
S, = fonte de
energia (ex:
4sn carbono)
28




Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:
w2

Refino

Manual —
dsSN S, = fonte de carbono

metabolismo endogeno
(manutenc¢do > crescimento)
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Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:
w2

dSN S, = fonte de carbono

.....
R8RS

metabolismo endogeno
(manutenc¢do > crescimento)

Y, negativo!

Fase lag 30
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Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:

A L Capacidade
de reserva de
energia

dSN S, = fonte de carbono

metabolismo endogeno
(manutenc¢do > crescimento)

Y, negativo!
Fase lag 31
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Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:

A L Capacidade
de reserva de
energia

1 e apenas 1 ponto
de inflexdo em cada
superficie-limite

dSN S, = fonte de carbono

1
000000000
iii

metabolismo endogeno
(manutenc¢do > crescimento)

Y, negativo!

Fase lag 32
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Manual

Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:

A L Capacidade h
de reserva de
energia

w2 Hideal } Custo energético
Lireal da manutencao

dsSN S, = fonte de carbono

KRR
55

metabolismo endogeno
(manutenc¢do > crescimento)

Y, negativo!

Fase lag 33



Refino manual 2-casca

=2

Exemplo N

7

Nao existem “buracos”

120

dentro dessa regi

fonte de carbono

S, =

Refino

Manual
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Manual

Refino manual 2-casca

7

Exemplo N = 2:

dsSN S, = fonte de carbono

Todos os estados (quasi)estacionarios possiveis do
metabolismo sdao pontos dentro dessa regiao!
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Manual

Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:

7

/

dsSN

S, = fonte de carbono

Pontos muito longe dos outros nesse grafico sao outliers

multivariados!
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Refino manual 2-casca

Exemplo N = 2:

A
¢ °
o
o
P o
® ° / SN S. = fonte de carbono
N

A reconciliacdao de dados baseada no balanco de massa
ndo deve gerar pontos como esses, entdo a N-casca serve
como uma relacao adicional para a reconciliacao!
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Refino
Manual

Refino manual N-casca

1) reconciliar os pontos de velocidades especificas
usando balanco de massa + teoria da N-casca

2) ajustar as duas superficies-limite (superior e
inferior)

3) selecionar pontos das duas superficies-limite para
representa-las

4) para cada ponto, impor os ¢_’s na rede metabolica e

simula-la maximizando o p. Se 1 ponto cair fora da
regido, modificar a rede e repetir
38



Refino
Manual

Refino manual N-casca

Resumindo: o refino manual via N-casca é
um tipo de reconciliacao, mas nao de
dados de biorreator e sim de uma rede
metabolica. Esse método utiliza a mesma
ideia da simulacao de monte-carlo.
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Refino manual N-casca

Se voce escolher 1000 pontos
representando as 2 superficies-limite e
refinar a rede metabolica ate 950 calrem
dentro da regiao entre as duas superficies,
entao essa rede tem 95% de confianca.

Refino
Manual

40



Refino manual N-casca

Se voce escolher 1000 pontos
representando as 2 superficies-limite e
refinar a rede metabolica ate 950 calrem
dentro da regiao entre as duas superficies,
entao essa rede tem 95% de confianca.

Refino

" | a) E se as superficies-limite foram

ajustadas a pontos com 10% no erro de
balanco de massa de carbono?
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Refino manual N-casca

Se voce escolher 1000 pontos
representando as 2 superficies-limite e
refinar a rede metabolica ate 950 calrem
dentro da regiao entre as duas superficies,
entao essa rede tem 95% de confianca.

Refino

"% | b) Se N for 2 a confianga sera igual aquela

caso N seja 37
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Refino manual N-casca
A 1

Refino
Manual




Refino manual N-casca
A AU

L
Gnitrogénio
>

dcarbono

Refino
Manual




(G:Q Refino manual N-casca
{ AU AL
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Refino
Manual
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Refino manual N-casca

Se voce escolher 1000 pontos
representando as 2 superficies-limite e
refinar a rede metabolica ate 950 calrem
dentro da regiao entre as duas superficies,
entdo essa rede tem 95% de confianca, no

~eing | Ccaso ideal de:
Manual | _ 0% de incerteza nos dados

experimentais originais
- N = 92 (todos os elementos quimicos
naturais)
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Exemplo

Exemplo

Arquivo SBML.: principal informacao é a
matriz. estequiometrica

Jupyter notebook com plot 3D de uma 3-
casca experimental junto com 3 redes
metabolicas: draft, vl2e e v20

OBS: v20 tem 4 reacoes de biomassa
diferentes
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Exemplo

Exemplo

Energia de manutencao em cada ponto:
resolver todos os EGC’s da rede e simular
de novo maximizando p, com e

livres mas a composicao da biomassa fixa.
A diferenca entre 0s 1 sera o custo de
oportunidade da manutencao.

EGC: Energy-Generating Cycle:

NADPH + NAD"T < NADP'T + NADH

ATP + NADP'T + NADH" <3 NADPH + NAD™ + ADP

48
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