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Dedico este livro a minha esposa, Lidiane Diniz, pois sem a sua dedicacéo e
amor nao seria possivel concluir este trabalho.

Prof. Dr. Kaué Santana



APRESENTACAO

A predic@o da estrutura de proteinas €, sem duvida, um assunto-chave para quem
atua nas areas de modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural, dada a
versatilidade de fungdes desempenhada por estes biopolimeros em processos biologicos,
assim como suas diferentes aplicagdes farmacéuticas, industriais e biotecnologicas. Com
este livro, pretendemos ndo somente atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e a analise das estruturas tridimensionais de proteinas, contetudo ainda carente
em lingua portuguesa, mas também fornecer os principais conceitos necessarios para a
compreensao dos métodos, suas aplica¢des, assim como limitagdes. Focamos o contetdo
e a linguagem do texto para a graduacao e devido ao grande nimero de expressfes da
lingua inglesa presentes na literatura cientifica, incluimos os termos mais comumente
utilizados dessa lingua, sempre dando preferéncia a tradugéo deles para o portugués.

O livro traz uma linguagem acessivel, incluindo referéncias atualizadas sobre os
métodos, além de estar ricamente ilustrado, ainda traz, no final, um glossario de termos
técnicos que enriquecerao a leitura e a compreensao do leitor.

Temos certeza que sera uma importante fonte de consulta para alunos de graduagéo
e pés-graduacao, assim como para todos os interessados na area.

Prof. Kaué Santana
Prof. Claudio Nahum



PREFACIO

Aobra intitulada Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico, produzido por Kaué Santana e Claudio Nahum, faz um apanhado
geral das técnicas e abordagens computacionais mais avangadas usadas na predicdo
e estudo das estruturas das proteinas. O livro esta organizado de forma que ao leitor,
inicialmente, sejam apresentados aos conceitos basicos inerentes aos métodos usados em
diversos programas e algoritmos empregados na modelagem. Apesar de o embasamento
teorico oferecido ser bastante amplo, a leitura do texto ndo se torna densa,isso faz com
que o leitor, mesmo pertencendo ao publico leigo, n&o tenha dificuldade em avancar no
entendimento.

A segunda parte do livro traz um manual aplicado com um detalhamento muito rico
e pontual de como proceder para a obtencao de uma determinada estrutura tridimensional.
Notadamente, a parte de aplicacdo do livro mostra tudo o que € necessario para que aqueles
que se aventuram nas tarefas de modelar e avaliar as estruturas tridimensionais, sintam-
se bastante seguros quanto ao manuseio dos parametros e interpretacdo dos resultados
obtidos através deste guia pratico.

Na dltima parte do livro,0s autores mostram diversas aplicagbes da modelagem
computacional em distintos contextos da biologia. Varios exemplos sdo apresentados
através de artigos cientificos, oque se configura como uma forma de ampliar os horizontes
do leitor quanto a vasta gama de possibilidades de aplicagdo dos métodos de modelagem.
Além disso, os exemplos de aplicabilidade servem para instigar os leitores mais audazes a
se aventurarem na laboriosa tarefa de predizer a estrutura de uma proteina.

Particularmente, o Gltimo capitulo do livro é bastante interessante, pois além de
mostrar as perspectivas da predigéo tridimensional, ele discute, deforma geral,as atuais
limitagdes. Os autores discorremsem detalhar um método em particular e trazem a tona
uma faceta da modelagem que é seu caracter de aproximacado. Isso ndo poderia ser
diferente, pois a modelagem computacional € uma inferéncia que,como tal,nos proporciona
uma forma de idealizar uma entidade biolégica desconhecida que é a real estrutura da
proteina.

Em suma o livro Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico é um excelente referencial teérico-pratico de facil leitura que esta
sendo oferecido ao publico académico na lingua portuguesa.

Prof. PhD. Elcio de Souza Leal
Docente do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para
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CAPITULO 3

MODELAGEM DE PROTEINAS NO MODELLER

Kaué Santana da Costa

Joao Marcos Pereira Galtcio

O Modeller é um programa desenvolvido
em Fortran 90 e Python pelo grupo do
pesquisador Andrej Sali da Universidade da
Califérnia, nos Estados Unidos, e realiza
a predicdo da estrutura de proteinas por
homologia. Neste capitulo, mostraremos o
passo a passo necessario para a modelagem

por homologia.

Programas e bases de dados usados
Modeller
Editor de Texto
UCSF Chimera
RSCB Protein Data Bank

As informagdes deste capitulo podem
ser adaptadas para os sistemas Windows e
Linux, e é recomendavel executar cada uma das
etapas em um diretorio diferente que contenha
0s arquivos de input para cada script executado.
Para fins de organizacao, separamos as etapas
em diretérios nomeados com o0s seguintes
nomes: encontrando, comparando, alinhando,

construindo e otimizando.

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Tebrico e Pratico

11 PROCURANDO
MOLDES

Para buscar estruturas homologas as que

ESTRUTURAS

desejamos modelar, utilizaremos o alinhamento
realizado pelo BLASTp. Acesse ao servidor pelo
endereco: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/.

BLAST
(BLASTp). Na pagina que aparece (Figura 5), (1)

Escolha a opgédo Protein
adicione a sequéncia de aminoacidos na caixa
do quadro Enter Query Sequence. Sa@o aceitos
os codigos de acesso no GenBank e formato
FASTA da sequéncia. Em seguida; (2) selecione
0 base de dados em que sera realizada a
pesquisa: no quadro Choose Search Set na
opcdo Database selecione Protein Data Bank
e (3) selecione o nome cientifico da espécie
de interesse na op¢ao Organism. Mantenha as
outras opg¢des inalteradas e clique em BLAST
ao final da pagina.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST ° » blastp suite

Standard Protein BLAST

pasin [[PRo0 pests | nsto | it |

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &

BLAJ )@Dﬂmm: search protein databases using a protein query. more..
e:

ar Query subrange &

R R A RS K RS AR B S SNROR QI TR IGE EALEL INGY T QKIKSCEERARS
A S0P S S A RARE DL GA T SAGEMRRP T DA EALA T CEUS GV IS G THIMATE From
o[
TR Browse... | No file selected )
Job Title I
Enter a descripive fitle for your BLAST search @
[J Align two or more sequences &
Choose Search Set
Detebase +[ Protein Data Bank proteins(pdb) C]e | @
Organism
S [Homo sapiens (taxid:9606) Oexclude '+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude [ Models (xM/xP) (] Non-redundant RefSeq proteins (WP) [J Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Program Selection

Algorithm

@ blastp (protein-protein BLAST)

O PSHBLAST (Position-Specific Iterated BLAST)

O PHI-BLAST (Patten Hit Initiated BLAST)

O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search database pdb using Blastp (protein-protein BLAST)

[ show resuits in a new window

Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Resetpage Bookmark

We are beta testing a New

Results page —

[ Click here if you would like to see your
results in the new format. You can always
switch back to the Traditional Results -
page.

v

Figura 5. Configurando o BLASTp para pesquisa de sequéncias de estruturas homdlogas no Protein

Data Bank.

O resultado da pesquisa do BLASTp (Figura 6) exibe os dominios identificados da

proteina (A);, a pontuacdo do alinhamento em uma escala de cores que varia de preto

ao vermelho (B), e as descricdes de parametros obtidos do alinhamento (C). O quadro

Description contém quatro informacgdes relevantes: cobertura da sequéncia em relagéo ao

alvo (C1), E-value (C2), identidade (C3) e o codigo de acesso da sequéncia no base de

dados pesquisado (C4).
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© Your search is limited to records that include: Homo sapiens (taxid:9606)
Edit ‘Save Search Strategies b Formatting options _»Download Youlll[) Howtoreadthispage Blastreportdescripion ~ NW  Click here to see the new BLAST results page
Job title: Protein Sequence

RID EK6ZDRANO14 (Expires on 05-27 03:47 am)
Query ID Icl|Query_349781 Database Name pdb
Description None Description PDB protein database
Molecule type  amino acid Program BLASTP 2.9.0+ » Citation
Query Length 303

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment] [MSA viewer]
Analyze your query with SmartBLAST

© Graphic Summary

(© Show Conserved Domains

A have , click on the imag; for detailed results.
Y 20

Specific hits
Superfaniliss | PKc_like superfamily |

Distibution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse overto see the ftle, click to show alignments
Color key for alignment scores

B <40 W40-50 ms0-80 Ws0200 W>=200

1 1 1
1 60 120 180 240 300

© Descriptions

Sequences producing significant alignments: C
By OO ®
o

i Alignments

Max  Total Query E Per.

Desciption Score Score | Cover | value | Ident | A°25SIoM

] 622 622 100% 00 9967% 2

m} sapiens 618 518 99% 00 9967%

] 617 617 99% 00 9967%

] 617 617 99% 00 9967% supL A
O 616 616 99% 00 9967% svED A
] 616 516 99% 00 99.67% i A
O chein A Serinettveonine-protei 615 615 99% 00 9967%

[0 chain A Protein Fam212 i 4 [Homo sspiens 615 615 99% 00 9967%

O chein A Serinestveonin 611 611 99% 00 99.00%

O 600 600 96% 00 99.66%

] nine-protein tinase PAK 4 [Homo sapiens 600 600 96% 00 99.66%

O chaina seanems PROTEIN KINASE PAK 4 [Homo sspiens! 599 599 96% 00 99.32%

[ chain & Serinetvecnine-protein Kinase Pai 4 [Homo sapiens] 599 509 96% 00 99.66% &

O cheina Seri in kinase PAK 4 593 593 95% 00 99.65%

O chaina sen in kinase PAK T 519 519 96% 00 8493%

[0 chain A SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE. 461 461 96% 3e-165 7474%

O chaina s inase PAK 8 (Hor 450 450 95% 3e-165 75.60%

O chain A Serinethreonin insse Pai 1 [Homo sspiens] 326 326 94% 2e-112 5350%

O craina tein Kinase Pl 1 [Homo sapiens] 326 326 94% 2e-112 5350%

Figura 6. Parametros de alinhamento obtidos pelo BLASTp para a sele¢éo da sequéncia da melhor
estrutura homologa.

Nesta secdo, as etapas de criagcdo da biblioteca, a comparacéo e a selecéo da
estrutura-molde no Modeller sdo opcionais, pois os critérios analisados podem ser
suficientes para a escolha da estrutura molde. No entanto, aplicaremos os scripts visando
a comparagdo das sequéncias.
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1.1 Criando Biblioteca de Sequéncias em Formato PIR

Coloque todas as sequéncias em um Unico arquivo no formato PIR e, em seguida,
remova todos os espagos entre os aminoacidos. No Linux, vocé podera utilizar os editores
Vim ou Gedit. No Windows, é aconselhavel usar o NotePad++.

O formato das sequéncias deve seguir o mesmo do base original disponibilizado
pelo Modeller, sendo que cada linha da sequéncia polipeptidica deve conter exatos 75
residuos. O formato de sequéncias em PIR que s&o aceitos pelo programa Modeller
seguem o seguinte padréo:

Cabecalho

»P1;1cf9A
structureX:1cf9:1:A:753 1A HOL_ID1; MOLECULELYSOZTHE ; CHATNA; STHNCONTHL®

+  Em “structureX:1cf9”, o nUmero em negrito corresponde ao codigo de identifi-
cacao da sequéncia no PDB.

+ Em “1:A:753”, 0 nUmero em negrito corresponde a quantidade de aminoacidos
presente na sequéncia.

Sequéncia de residuos

Cada linha deve conter 75 residuos e ao final devem terminar com um asterisco (*).

MEEAAHVLITGAAGTGY ILHWIASGELY GDROQVY LHLLDTPPAMNRELTALTMELED CAFFHLAGFVATTDEE
AFRDIDCAFLVASMELERPGOVRADLIAANAVIFENTGEY L A EWAREP SVEVLYVIGNEFDNTHCETAMLHARNLERE!
FAsLAMLDONPAYYEVASKELGVDVEDVHD ITVWGHNHGE SMVADLTQATFTEEGETQRVVDVLDHDYVFDTFFEE!
GHREAWDILEHRGFTSAASP TRAAT OHMEAWLFGTAPGEVLEMGIFVPEGNEYGIEPGVVE SFFCNVDEEGETIHY
EGFEVNDWLREEKLDFTERDLFHERETALNHLAQGG*

1.2 Selecionando as Estruturas Moldes Pesquisadas

Pasta 1: Encontrando

Arquivos de entrada:

TvLDH.ali (sequéncia da estrutura de interesse, target)
pdb_95PIR (biblioteca de sequéncias)

build_profile.py (script)

Arquivos de saida:

build_profile.ali

build_profile.log

Modificando o script “build_profile.py”

O script build_profile.py deve ser editado nos campos mostrados (Figura 7) para
realizar a leitura da sequéncia alvo em formato .ALI (em azul) e da biblioteca em formato
PIR (em vermelho). Note que dois arquivos nos retangulos vermelhos aparecem no formato
.BIN, no entanto, sera necessario modificar somente o nome do arquivo.
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#-- Prepare the input files

#-- Read in the sequence database

sdb = sequence_db(env)

sdb.read(seq_database file= , seq_database_format="FIR’,

chains_list="ALL"', minmax_db_seq_len=(30, 4000), clean_ sequences=True

#-- Write the sequence database in binary form

sdb.write(seq_database_ file=|pc seq_database_ format="BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Now, read in the binary database

sdb.read(seq_database_file= seq_database_format="BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Read in the target sequence/alignment

aln = alignment(env
aln.append(file , alignment format="FIR’, align codes="ALL")

#-- Convert the input sequence/alignment into
# profile format
prf = aln.to_profile()

#-- 8can sequence database to pick up homologous seguences
prf.build(sdb, matrix offset=-450, rr_file="${LIB}/blosuméZ.sim.mat”,

Figura 7. Campos de edi¢ao do script build_profile.py.

Executando o Modeller (versao 9.21) no Terminal
Execute os comandos abaixo no terminal do sistema. Entre no diretério faca:
$ cd diretorio_arquivo/execucao

No prompt do Windows para listar os arquivos de dentro do diretério, faga:
$ dir

No terminal do Linux, digite:

$ls

Execute o Modeller:

$ mod9.21 build_profile.py

Observacoes:

Para obter informacdes de erro de execucao, verifique o arquivo de .log gerado em cada etapa.

Este tutorial foi criado para a versdo 9.21, no entanto, caso sua versao seja superior ou inferior, como
9.14, utilize o comando mod9.14, etc.

Na pasta em que o arquivo .py foi executado, abra o arquivo build_profile.log no
editor de texto. Em HITS FOUND ITERATION, encontramos informacdes relacionadas ao
alinhamento. Sao desejaveis as sequéncias que apresentam maior identidade e menor

E-value (Figura 8).

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Teérico e Pratico Capitulo 3 “



1efoh 1 1 37700 753 502 38.27 0.0 2 467 13 453 s 560
1CF9B 1 2 37700 753 502 38.27 0.0 3 467 13 488 s 560
1E93A 1 3 46100 484 502 4z.77 0.0 4 467 14 493 Z 478
1ES3A 1 4 46100 454 502 4z.77 0.0 5 467 14 493 z 478
1gg9h 1 s 37600 753 502 38.27 0.0 & 467 13 488 75 560
16G9B 1 3 37600 753 502 38.27 0.0 7 467 13 488 75 560
ladeh 1 158 66350 488 502 53.81 0.0 8 474 14 491 4 488
4bloh 1 1284 53650 499 502 49.15 0.0 9 465 13 492 k43 496
1e934 1 1663 45450 475 502 43.10 0.0 10 461 13 493 4 474
1p80A 1 1736 37650 727 502 38.27 0.0 11 467 13 488 49 534
ldgfha 1 2225 52500 497 502 43.09 0.0 12 466 13 492 24 4595
lguek 1 3988 41150 498 502 40.80 0.0 13 461 19 492 9 481
lgwlh 1 7470 45450 491 502 46.80 0.0 14 428 19 455 9 446
1siBA 1 7917 47900 474 502 44,68 0.0 15 463 13 492 4 473
1sy7h 1 8105 35550 698 502 43.13 0.0 18 349 39 399 27 380
1yeSh 1 9533 z1700 223 502 44.09 0.0 17 215 13 230 1 220
1yeSE 1 9534 16100 256 502 34.52 0.0 pt:} 238 245 488 1 252
1m7sh 1 9766 36100 484 502 40.00 0.0 19 413 15 440 1 4z0

Figura 8. Colunas do arquivo de saida do Modeller (build_profile.log).

As colunas mais importantes correspondem a 1?2, 3%, 5% e 72 e 82 que correspondem,
respectivamente, ao cédigo de identificacdo das sequéncias no PDB, ordem de disposicao
das sequéncias no base PIR, ao numero de residuos da sequéncia, valor de identidade em
relagdo a sequéncia alvo e aos valores de E-value (valores ideais iguais ou proximos de
0.0).

1.3 Comparando as Estruturas Homoélogas

Esta etapa consiste em comparar os modelos (em formato .PDB) selecionados no
passo anterior de acordo com os valores de identidade. Acesse o Protein Data Bank (http://
www.rcsb.org) e fagca o download de quatro modelos selecionados para serem comparados
de acordo com os parametros analisados no arquivo .log e adicione a pasta juntamente
com os scripts.

Modificando o script “compare.py”

No script compare.py, o nome do arquivo (azul) e a cadeia (vermelho) de cada
arquivo .PDB devem ser especificados. Certifique-se que escreveu corretamente 0 nome
dos arquivos. E importante atentar que o programa, utiliza sintaxe rigida e, portanto, ira
diferenciar letras maiusculas e minusculas.

env environ()

aln = alignmuent{env)
for (pdb, chain) in (m @), m @),
('4BLC', "A')y, ('1R4E', 'A')):
m = model{env, file=pdb, model_segment;( FIRST: '$+chain, 'LAST:'+chain
aln.append_model{m, atom_files=pd.b, align_cades=pdb+chain)
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Pasta 2: Comparando

Arquivos de entrada:

melhores moldes em formato PDB
compare.py (Script)

Arquivo de saida:

compare.log

family.mat

Arquivo de saida compare.log

No arquivo compare.log em Weighted pair-group average clustering based on a
distance matrix, verificamos a identidade da sequéncia alvo em relacdo as sequéncias
das estruturas que serdo usadas como moldes (verde), assim como a resolugéo (azul) da
estrutura obtida por raios-X (Figura 9). Os modelos ideais devem apresentar alta identidade
e baixa resolucao.

Weighted palir-group average clustering based on a distance matrix:

.—=— 1ldgfli|@1.5 0.0000

. igewi|@2.8 5.5000

4BLCA|B2.3 49.5000

| . 2xcqlA|@2.9 42 .0000

+ + +
+ t +

+ + + +. +
+ + + + + + +

51.4800 42 .5700 33.6600 24.7500 15.8400 6.9300 -1.9800
47.0z250 38.1150 29.2050 20.2950 11.3850 2.4750

t + +

Figura 9. Arquivo de saida compare.log do Modeller.

21 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS

Pasta 3: Alinhando
Arquivos de entrada:
TvLDH.ali (sequéncia alvo)
1A4E.PDB (sequéncia molde)
align2d.py (script)

Arquivos de saida:
TvLDH-1bdmaA.ali
TvLDH-1bdmA.pap

Modificando o script align2d.py

1. Indiqgue 0 nome do arquivo em formato PDB (retangulo vermelho) e a cadeia
(circulos) em que sera realizado o alinhamento.
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mdl = model (env, file= ; model_segment:('FI?.E‘-T , ‘L.EST@))

2. Modifigue nome do arquivo da sequéncia alvo TvLDH.ali (azul), assim como o
codigo especificado dentro do mesmo (verde).

aln.append(file= , align codes= frvLDH|' )

3. Modifique 0 nome do arquivo .PDB que sera usado como molde (verde) e 0 nome
que sera colocado no arquivo gerado (azul).

aln.append_model{mdl, align_codes="lbdn~'| atom_files="|lbdn.pdb
Os arquivos de saida do programa podem ou nédo serem alterados (fica a critério do

usuario).

aln.write{file="TvLDH-1lbdna.ali’, alignment format='FPIR')
aln.write{file="TvLDH-1bdnA.pap’, alignment format='FPAPT")

Formato do arquivo ALI da sequéncia alvo
>P1;Q8X220

MALLTAETFRLQFNNKRRLRRPYYPRKALLCYQLTPQNGSTPTRGYFENKKKCHAEICFINEIKSMGL
DETQCYQVTCYLTWSPCSSCAWELVDFIKAHDHLNLRIFASRLYYHWCKPQQDGLRLLCGSQVPVE
VMGFPEFADCWENFVDHEKPLSFNPYKMLEELDKNSRAIKRRLDRIKIPGVRAQGRYMDILCDAEV*

Um alinhamento desejavel deve exibir poucos gaps (lacunas), e muitos matches
(correspondéncia) entre os amino&cidos comparados das duas sequéncias. A Figura 10

exibe um alinhamento ideal entre a sequéncia molde (referéncia) e alvo (de interesse).

\BHB 1698311yl 15699157 7|gh_EU1/1-457 157 Il. CPI.OI: PIP-F .:nd:lhc Mom.lw Ih?l:aw\\ll.l 208
24U0_B|PDBID|CHAN| SEQUENCE/1-387 75 [BLMBCPVGEAPSP FESVA ACHDGTSWLEIG 1 86PDNGAVAVLEY 128
\BHB #6983 1|gi_ 15699157 7|gh_EU1 21-457 209 I: 1 IHI“K R |L-nvcmlcrll’gvl:aa:.| F“ 260
|20 _8|PDBID| CHAN| SE QUENTES1-387 127 1 I N ML CAC CF P Q IF 178
lrE 46983 11gi_ 15699157 Flgh_EU1 21457 261 olv T.\l!IL N AP“GIGIP b T8 TUMEVE .P::IF.L‘ 312
2HU0_B|POBID| CHAN| SE QUENTES1-387 179 GV V LDAP CECNMPNAGEI TCWE P F LEM 230
larB 6983 1|yl 156991577igh_suUt 21467 213 I GHI CBeVF cBNFRP KIGEG EnpVllvoeaceviler wW 16 384
2HUD_B|PDBD|CHAN| SEQUENCE/-387 231 B G I CBGVECDMPRP nDe TeBC6 PV s oA e vRG FBF RYGNe vV 6 282
lore 46983119/ 15699157 7jgh_EL12/1-457 365 NR LIKO Fh 1 dPth.b FI:.V\M I.:ttlr :.PILtI.' a1
24U0_B|PDBDICHAN SEQUENCE/1-387 283 TN SN SGFEMIWDE E SE VAL F PELEGLD 334

Figura 10. Alinhamento desejavel entre a sequéncia molde e alvo (de interesse). Poucos ou nenhum
gap e muitos matches. Aminoécidos similares, como a isoleucina () e a valina (V), assim como os
idénticos estao destacados com a mesma cor no alinhamento. Neste exemplo, usou-se o programa
MUSCLE.
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31 CONSTRUINDO O MODELO

Pasta 4: Construindo

Arquivos de entrada:

TvLDH-1a4e.ali (alinhamento)

TvLDH.ali (sequéncia alvo)

Melhor modelo escolhido em formato .PDB
Model-single.py (script)

Arquivos de saida:

Sao gerados varios arquivos em formato .PDB

Modificando o script model-single.py
Modifique o nome do arquivo de alinhamento (.ALI)
3 = automodelf{env, alnfile="TwLDH-1lhdma.ali",

Indique 0 nome da sequéncia “alvo” (vermelho) e o nome da sequéncia “molde”
(azul). O nome de ambas esta no arquivo de alinhamento gerado no passo anterior (.ALI).

knowns=[ lbdnl , sequence=

Indiqgue quantos modelos serdo gerados na execucdo do programa (circulo

Verme|ho). a. starting_mgdel =1
a.ending model =

Observacao: o nome deve ser o mesmo encontrado no alinhamento.

41 OTIMIZANDO O MODELO

A otimizacgéo das algas no Modeller é realizada pelo script loop_refine.py. Para saber
qual regido deve ser optimizada submeta seu melhor modelo no servidor Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) e veja no grafico do QMEAN as regides de alta energia.

Através do Chimera podemos identificar as regides de algca da sequéncia para
discrimina-las no script de otimizacéo loop_refine.py. E importante ressaltar que o sitio
catalitico de enzimas, de modo geral, é conservado e, deste modo, deve-se atentar ao
realizar a alteragdo das conformacdes para ndo alterar a posicdo dos residuos nestas
regides.

Pasta 5: Otimizacao das Alcas
Arquivos de entrada:

loop_refine.py (script)

Modelo selecionado em formato .PDB

Arquivos de saida:
Arquivos no formato .PDB (modelos)
loop_refine.log
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Editando o script loop_refine.py

1. Adicione o intervalo dos residuos que seréo otimizados (vermelho):

def select loop atoms(self):
# 10 residue insertion

return selection(self .residue_range{ )

2. Adicione o0 nome do melhor modelo gerado (ou pelo script “multi-model.py” ou pelo
“AutoModelMulty.py”) (azul) e o nome da sequéncia alvo que sera gerado (verde):

m = MyLoop{(env,

inimodel='fvLDH-mult.pdb|, # initial model of the target
secquence= | TvLDH'] # code of the target

Avaliando os Modelos

Os modelos gerados serdo avaliados de acordo com a pontuagé&o Dope (do inglés
Discrete Optimized Protein Energy), um potencial estatistico usado para avaliar modelos
gerados por modelagem comparativa no Modeller. Quanto menor a pontuacéo em valores
negativos, melhor o modelo.

A andlise da energia de cada um dos modelos da proteina alvo é mostrado pelo
script model_energies.py. Através deste script, selecionaremos o modelo com menor
energia através dos valores obtidos para o Dope.

Editando o arquivo model_energies.py

Adicione o intervalo dos modelos gerados (em azul) durante o passo 4 (construindo
modelos). O simbolo de porcentagem “%” significa que serdos lidos todos os arquivos de
TvLDH.BL%04d0001.PDB.

log.verbose() ¥ request verbose output

env = emnviron()

env. libs.topology.read{file="3 (LIE) /top heav.lib'} § read topology
env.libs.parameters.read{(file="5 (LIE) /par.lib'y # read paramsters

for i in range{l, 11}:
¥ read model file
code = |° [
mdl = complete p
2 = selection{mdl)
=.assess dope{outputs'ENERGY_ FROFILE NO_REFORT', files'TvLDH.profile',

noemalize profile=True, smoothing window=15)

env, Co

Deve-se escolher um dos modelos gerados que exibe a menor energia Dope (azul).
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Abra o arquivo loop_refine.log.

<< end of ENERGY.
DOPE score : =50066.785156
opent 224 > Open TwvLDH.BLOOOS0001. pdb

ATENCAO: Nio pertence ao modelo 08, e sim ao 07

Analisando as Regides de Alca pelo Chimera

Abra o arquivo .PDB da estrutura usando o programa UCSF Chimera (Figura 11). O
modelo sera exibido em diagrama de Ribbon (1) e para colori-lo, va na barra de menu e faga:

Action> Color

Pra visualizar a sequéncia de aminoacidos que formam - folhas e a-hélices, faga:

Tools > Sequence > Sequence.

As estruturas secundarias sdo mostradas nos quadros coloridos e algas nédo séo
destacadas (2). Para verificar a numeragéo dos residuos da sequéncia, na caixa que abrir,

faca:
Numberings > Overall alignment

& chain A: human P21-activated kinase 4 - o x
File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

1 1 21 3

51 61 il 8"
imodelo_homolog...db (#0) chain A 339| TVRS S|G KL VAVKKMD|LRKQQRRELLFNEVV |
101 111 121 13
modelo_homolog...db (#0) chain A 389 DE LWVVMEFLEGGALTD I VTHTRMNEEQ | AA
151 161 171 18
Imodelo_homolog...db (#0) chain A 439 RD | KSD'SI LLITHDGRVKLISDFGFCAQVSKEV
201 211 221 23
modelo_homolog...db (#0) chain A 489 RLPYGPEVD IWSLG IMV I EMVDGEPPYFNEF
Command: [setattr m stickScale .5 251 261 21 28 I
Attverodes: FO M1 M2 F3 M4 MsFelr7 M8l Al modelo_homolog...db (#0) chain A 539 HKVSPSLKGFLDRLLVRDPAQRATAAELLKH |

Figura 11. Visualizag@o do modelo tridimensional pelo UCSF Chimera. As regides em verde exibem as
B-folhas em amarelo as a-hélices. Passando o mouse sobre os residuos, vemos a posicao de cada um
no lado inferior direito da tela.
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51 VALIDANDO O MODELO

Usaremos o servidor suico Swiss-model mantido pela Universidade de Bazel para
a validacdo do modelos gerado nas etepas anteiores. Acesse o servidor pelo endereco
abaixo:

https://swissmodel.expasy.org/assess

Na péagina, faca o upload do arquivo .PDB gerado nas etapas anteriores e nomei a
atividade no campo Structure File, (1) clicando em Upload Coordinate File (Figura 12). Em
seguida, (2) clique em Start Assessment para executar a analise da estrutura.

ﬂ Elﬂl‘!:":‘"H SWISS-MODEL Modeling Repository | Tools | Documentation Login Create Account
Structure Assessment Help  Examples -

Start a new Structure Assessment Project

(@) +vo-o coonac e

Structure File:

Froject Titie, (Optionai): Modelagem por homologia|

Email (Optional):

@ Start Assessment [T

Figura 12. Pagina inicial do Swiss-model exibe as regides para upload das estruturas que seréo
analisadas.

Ap6s a modelagem, o grafico de Ramachandran da estrturura tridimensional é
exibida do lado esquerdo e a estrutura em diagrama de Ribbon do lado direito. Clicando nos
pontos referentes a cada residuo, o painel contendo a estrutura é atualizado para exibicdo
de detalhes estruturais.
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Structure Assessment Wb Exarples-

Hemoglobin Example; moceior & &
reated: Thu 28 Jun 2018, 14:15
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Ganeral | Giyine | Protie | prerroine | | Alseiecea (- | | @
MoProbty Resuts »
BlidOtinoon. @ [ p | a] T
uoproby 16
Score

Figura 13. Péagina de resultados do servidor Swiss-model exibindo em (1) o grafico de Ramachandran
gerado e em (2) a estrutura da proteina representada pelo diagrama de Ribbon. A seta verde exibe a
regiao de download do gréafico em formato de imagem (.png).

Na mesma péagina séo exibidos dados estereoquimicos e de energia da estrutura
(Figura 14).

Tocal Quality Estimate

ameaN IR ] W09
ce BT Moeo
anAtom I Tl 161
solvation-: . I 2.98
orsion -::]::1-1 47| o

Predicied Local Smiarty o Target

W 2 ® 4 % 0 T 0 % W0 W W 1 W0
Residue Number

Quality Estimate

B T Hoso|
anatom IIEC Ml 161 | ¢
soivation[ . . M 298| /'
torsion IR Ml1.47

Residue Quality

-3
QuEAN

CCHHHHHHHHHHHT TCCHHHHHHHHHHHHAHAA S GGGGGGCG66
Sainid Vi LTGEEKSGLTALWAKVNVEEIGGEALGRLLVVYRWTQREFERK

QuEAN -

CCHH HHHHHHHHHT T CCHHHH A HHH AN SGCOCCEG00

1908.1.B|- - LTAEERAAVTAFWGRVAVOEVGGEALGRLLVVYPWIQRFFESF 4
1908.1.D - LT/EEK::VTATW-KV/V EVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESF 44

vz IEFERRFRTTERERTY v

Figura 14. Avaliagao da energia e estereoquimica do modelo. No caso acima, analisamos a estrutura
da hemoglobina (formada por quatro cadeias). Quatro plotagens sdo mostradas no grafico, sendo uma
para cada cadeia.
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A predicao da estrutura de proteinas é, sem duvida, um
assunto chave para todos que atuam nas areas de
modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural,
dada a versatilidade de fungcdoes desempenhada por estes
biopolimeros em processos biolégicos, assim como suas
diferentes aplicagdées farmacéuticas, industriais e
biotecnolégicas. Com este livro, pretende-se hao somente
atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e analise das estruturas tridimensionais de
proteinas, conteudo ainda carente em lingua portuguesa,
mas também fornecer os principais conceitos necessarios
para a compreensao dos métodos, suas aplicagdes, assim
como limitacoes. O livro traz um conteudo e linguagem
adaptada para alunos de graduacao e, devido ao grande
numero de expressoes originarias do inglés presentes na
literatura cientifica, sao incluidos os termos mais
comumente utilizados na lingua de origem, sempre dando
preferéncia a traducao destes para o portugués.

O livro traz linguagem acessivel, inclui referéncias
atualizadas sobre os métodos, se encontra ricamente
ilustrado e traz ao final um glossario de termos técnicos
qgue enriquecerao a leitura e compreensao do leitor. Esta
obra é uma importante fonte de consulta de alunos de
graduacao e pds-graduacao de cursos relacionados as areas
de ciéncias Bioldgicas, Médicas, Exatas e Naturais, assim
como, para todos interessados no assunto.
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