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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 7
MODELAGEM DE PROTEINAS NO I-TASSER

Kaué Santana da Costa

Anderson Henrique Lima e Lima

ACESSANDO A SEQUENCIA PARA A
MODELAGEM

Acesse o0 base de sequéncia de proteinas

UniProt através do endereco:

. . uniprot.org/
Neste capitulo, mostraremos a predi¢éo P 9

da estrutura pela abordagem do servidor
I-TASSER (do inglés lterative Threading

ASSEmbly Refinement) e analisaremos o0s

Pesquise no base do UniProt,

https://www.

uma

sequéncia de aminoacidos de seu interesse.

No campo “Sequence”, copie a sequéncia

dos residuos de aminoacidos e salve no seu

resultados de predicao. O servidor, assim como a
versao instalavel do programa, foi desenvolvido
pelo grupo de Yang Zhang, da Universidade
de Michigan (EUA), e ambos empregam um
algoritmo de modelagem avancada que utiliza
um misto de predicdo por threading com
predicéo ab initio de regides sem cobertura.

computador em formato Fasta (Figura 24).

Entry
IR scquence:
Publications
Sequence statusi: Complete
Feature viewer
ADA3QBISF4-1 [UniParc] & FASTA 1 Add to basket Length: 121
Feature table o Mass (Da): 13,360
<« Hide
Last modified: April 10, 2019 - v1
None Checksum:# 703641A6EE9182BA
Functon
= e w o ww P —
1 F GYVDYTKHRL HEGYPEVVIS ALGTATAD:

60 70 80 90 100
SVVELLENQG VVEVERICTS RAQFDDVRST TTDRKIEVVVV KSEDFDATYD
110 120
QQORDRETAR ARAEADEADD E

Figura 24. Acesso as sequéncias de aminoacidos no base UniProt.
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PESQUISANDO POR ESTRUTURAS HOMOLOGAS

Utilizando o BLASTp realize uma busca de estruturas homélogas no Protein Data
Bank que apresentem similaridade = 30% que possam ser utilizadas como molde para a
modelagem da estrutura. Apés realizar a pesquisa, caso o servidor retorne que nao foram
encontradas sequéncias similares na base do PDB (Figura 25) teremos que utilizar uma
nova estratégia de modelagem.

L e ey e e s gt Ly ot G g i ot g S o et G e st s

m) U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechndlogy Information

BLAST *» blastp suite » results for RID-19DBUEYP016 Home RecentResults Saved Strategies Help

< Edit Search Save Search Search Summary v @ How toread thisreport? EBBLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title Protein Sequence Filter Results
RID 19DBUEYP016  Search expires on 01-08 23:44 pm  Download All v

Organism only top 20 will appear exclude
Program @ Citationv & J=7 2 ]
Database pdb  See details v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
QueryID lclQuery_48512 + Add organism
Description None Percent Identity E value Query Coverage
amino acid

i |:| © |:| |:| © |:| |:| © |:|
Query Length 121
Otherreports @ m

A No significant similarity found. For reasons why,click here

Figura 25. Resultado de pesquisa de similaridade realizado no Protein Data Bank usando a ferramenta
BLASTp do GenBank.

Aabordagem threading é indicada para a predi¢éo da estrutura quando a similaridade
da sequéncia alvo se mostra menor que 30% e a ab initio quando a identidade/similaridade
entre ambas € inexistente (0%). No caso acima, como ndo foram encontradas similaridades

suficientes (< 30%), realizaremos a predi¢cao usando o servidor I-TASSER.

REALIZANDO A PREDICAO PELO I-TASSER

Acesse o servidor I-TASSER, utilizando o endereco: https://zhanglab.ccmb.med.
umich.edu/I-TASSER/

O servidor apresenta interface intuitiva e amigavel, exibindo na primeira pagina os
campos para preenchimento com as informacdes necessarias para a modelagem (figura
26, campos indicados pelas setas). Na primeira caixa, deve-se adicionar a sequéncia
de aminoacidos da proteina em formato Fasta, seguido do e-mail de contato no qual os
resultados serdo enviados (obrigatorio), a senha de registro criada no momento do cadastro
do usuario (obrigatorio) e um codigo identificador para reconhecimento da submisséo
(opcional).
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Home

Research Services Publications People Teaching Jol
[, =
“1-TAS
e
«&_ﬁ Protein Structure & Fu

(The server completed predictions for 514429 proteins sut
{The templste library was u

I-TASSER (lterstive Threading ASSEmbly Refinement) is a hierarchical approach to protein structure and function g

length atomic models constructed by iterstive template-based fragment assembly simulations. Function insights of th
‘Zhang-Server’) was ranked as the No 1 server for protein structure prediction in recent community-wide CASP7, CA!

prediction in CASPS. The server is in active development with the gosl to provide the most accurate structural and 1
board and our developers will study and answer the questions accordingly. (> More about the server ...)

Queue] [Forum] [Download] [Search] [Registration] [Statistics] [R

I-TASSER On-line Server (View an example of I-TASSER output):

\Cop_v and paste your sequence below ([10, 1500] residues in FASTA format). Click here for a sample input:

E

M3AENGGNAIVRVSSNKRKEGYVDYTEHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVIVVELLERQG
VVEVEKICTSRAQFDDVRITIIDKIEVVVVKIPDFDAIYDRROKDREIAKARAEADEADD

Or upload the sequence from vour local computer:

Browse... | No file selected.

\ Email: (mandatory, where results will be sent to) @

]

\ Pazsword: (mandatory, pleaze click here if vou do not have 2 password)

1........

Figura 26. Campos de preenchimento obrigatorio para a modelagem utilizando o servidor I-TASSER.

O servidor também dispbe da opgao de incluir uma estrutura cristalografica como

referéncia e definir restricdes para a formagéo de interagdes intramoleculares da estrutura

para realizar a modelagem (Figura 26). Na caixa Specify template without alignment, é

possivel fazer o upload do arquivo PDB da estrutura que sera usada como referéncia e na

caixa Assign contact/distance restraints é possivel adicionar as restricoes referentes as

interagbes entre os residuos. Segue abaixo um exemplo
DIST 12 HG21 50 HB1 8.1
DIST 14 HA 57 1HE 6.2
DIST 21 HB2 43 HD11 4.0
DIST 124 CA 84 CA 17.4
DIST 36 UNK 120 CA 17.4
O arquivo também pode especificar o contato entre os residuos especificando a

numeracéo de cada um:
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CONTACT 33 6
CONTACT 60 29
CONTACT 37 345
CONTACT 109 42

¥ Option T: Assign additional restrains & templates to guide I-TASSER modeling_
Read more explanation on how to add restraints)

o Assign contact/distance restraints | Browse... | No file selected. Atom-atom restraints Explanation
o Specify template without alignment l— Type a PDB ID Explanation

o Specify template without alignment | Browse... | No file selected. Upload a structure Explanation

o Specify template with alignment Browse... | No file selected. Template & alignment Explanation

Figura 26. Opgdes de modelagem usando o servidor I-TASSER

ANALISE DOS RESULTADOS DE PREDICAO

Os resultados de modelagem do I-TASSER sé&o exibidos em diferentes caixas na
pagina do servidor (Figura 27). Na primeira caixa é exibida a sequéncia de aminoacidos em
formato Fasta da proteina submetida (Submitted Sequence in FASTA format), na segunda
a predicao da estrutura secundaria da sequéncia (Predicted Secondary Structure) e na
terceira as regides dos residuos acessiveis ao solvente (Predicted Solvent Accessibility).

Nesta terceira caixa, cada residuo ¢ indicado abaixo com uma numeragéao que varia
de 0 a 9 que indica o grau de exposicao ao solvente, sendo 0 os residuos menos expostos

e 9 os residuos mais expostos.

Submitted Sequence in

>protein
HQEVLNVSTRDRTNIQDNESTLEVISLEYSTSPYLLEAASHLSPENFVEDEARICVQELQ
CPRIITKNSPLESSIISRKERNDEVELEEAGKAEKIVISRSISE

LGQYFTGKL 'VLPFTDRCESSNLTVNTS

Predicted Secondary Structure

20 490 &0 20 100 120 140
I I I I I 1 I

Sequence RORTN

Prediction

conf. Score 95200245322343356766256777437862678766520588774212466767652362343338989876433223567078898875404267314788623445534 430353023675221543336677631000!
HiHelix; S:Strand; CiCoil

Predicted Solvent Accessibility

20 490 &0 20 100 120 140
I I 1 | 1 1 I
VI

Sequence RDRTN
Prediction 84433633476444366643313022244433321243344334733465624121442523413364452355324445663323235216454331333444414543562414224323420344035334414347434444441444¢

Values range from 0 (buried residue) to 9 (highly exposed residue)

Figura 27. Resultados de predi¢cdo do I-TASSER mostrando a predigéo da estrutura secundaria e as
regides dos residuos acessiveis ao solvente.

Na quarta caixa é exibido um grafico do B-factor (Predicted normalized B) distribuido
ao longo da sequéncia de aminoacidos juntamente com a predi¢éo da estrutura secundaria
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(Figura 28). Os valores de B-factor sao um importante indicativo da mobilidade e flexibilidade
de regides da estrutura (residuos e atomos da proteina). No I-TASSER, os valores do
grafico sdo deduzidos das estruturas das proteinas obtidas do base PDB utilizadas como
molde, assim como, dos perfis de sequéncia derivados dos bases de dados de sequéncia.

Predicted normalized B-factor
(B-factor is a value to indicate the extent of the inherent thermal mobility of residues/atoms in proteins. In L TASSER, this value is deduced from threading template proteins from the PDE in combination with the sequence profiles derived from sequence.
databases. The reported B-factor profile in the figure .ponds to th lized B-factor of the target protein, defined by B=(B'-u)s, whese B'is the raw B-factor value, u aad s are respectively the mean and standasd deviation of the raw
B- the sequence. Click here to read more about B-factor)
Cceilen) Gty FRT Toerd O it

55

ca

L

@2

N /|

e

F4

T ——— e —

£

20 48 ] 80 160 120 140 160
Residua Number

Figura 28. Gréfico do B-factor plotado em fungéo da sequéncia de residuos de amino&cidos da
proteina.

A quinta caixa (Figura 29) exibe o resultado da pesquisa das estruturas experimentais
obtidas no PDB utilizadas, como molde para modelagem (Top 10 threading templates used
by I-TASSER). Na Figura 29, a seta no topo indica a predi¢cdo da estrutura secundéria ao
longo da sequéncia de residuos, na qual “H” indica as regides de alfa-hélice, “S” as regides
de beta-folha, e “C” as regides de alga da estrutura; logo abaixo é exibido o alinhamento
threading das sequéncias pesquisadas como molde.

As sete colunas que exibem os resultados indicam da esquerda para a direita: (1)
rank das melhores estruturas (coluna Rank), onde as melhores sédo exibidas primeiro e séo
seguidas das demais; (2) os cédigos de acesso do PDB das estruturas usadas como moldes,
seguido da cadeia (coluna PDB Hits); (3) o valor percentual de identidade da sequéncia dos
moldes usados para a regido alinhada com a sequéncia indagada (query) (coluna Ident);
(4) o valor percentual de identidade da sequéncia de todas as cadeias das estruturas
moldes (templates) com a sequéncia de indagada (query); (5) cobertura do alinhamento,
que representa o niumero de residuos alinhados dividido pelo comprimento da sequéncia
proteina indagada (query) (coluna Cov); (6) valor de Z-score referente ao alinhamento,
sendo que o ideal sao valores maiores que 1, pois indicam alinhamento satisfatoério; (7) link
para download das estruturas pesquisadas pelo alinhamento do threading utilizado pelo
I-TASSER.
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Rank PDB Iden1 Iden2 Cov Norm. Download \ 20 40 60 80 100 12

Hit Zscore  Align. | 1 1 ] 1
Sec.Str
Seq HQKVLNVSIKE
1 GemkG 0.13 0.15 0.82 1.11 Download ~SSLHYASY]
2 2pff 015 040 092 121 Download AQLVAIFGGQGN
3 4ke2a 004 010 094 127 Download D] A
4 5twyB 004 041 097 108 Download LLATLGEMQKVSGAVEW!'SNLPVAYASQKPLLNATVE
5 0.17 023 069 121 Download RSIVDHYNIPKIF: LIPEYL
6 2tmad 010 0.17 088 1.12 Download ATKKKMOMLKLDKENALDR;
7 5iesS 010 044 099 1.08 Download KDSSNKIYNLNMIGMRINVIELEEPSEED!
8 2pffA 012 022 097 110 Download LOGGAKVVVITSRFSK-QVIDYYQSIYAKYG- SKQDVEALIEFIYLDAIIPFAAFEQGIELDSK
9 38N 0.09 020 096 1.10 Download ---IGAGVANYL LEAHQAGVAS TKART KIIGEVKNINTRKAEVEKKLAVLDALRKGRSGEY
10 6abD 009 033 098 104 Download GVGQLQLTKLKKHPRGETEVGATAVAFSSFDPRLFILGTEGGF - LKCSLAPAQFTFSPHGS » FHRNLFLSAGTDGHVH!

Figura 29. Alinhamento das sequéncias utilizadas como molde com a sequéncia indagada (query); e
resultados associados, tais como valores de identidade, cobertura e Z-score.

A sexta caixa (Top 5 final models predicted by I-TASSER) exibe o resultado da
modelagem do servidor, isto €, as estruturas preditas para a sequéncia submetida (Figura
30). Nela sao exibidas as cinco melhores estruturas com base nos valores de TM-score
(ver capitulo 6) e C-score utilizado para estimar a qualidade dos modelos gerados pelo
I-TASSER, sendo calculado com base nos alinhamentos do modelo e nos parametros
de convergéncia das simulagbes de montagem da estrutura. O C-score € normalmente
encontrado no intervalo que varia entre os valores de -5 a 2, onde quanto maior a pontuagéo
maior serd a confianca em relagdo ao modelo gerado. Esta pontuacdo tem utilidade
semelhante aos valores de similaridade estrutural calculados pelo TM-score e RMSD-Ca
(ver Capitulo 2 e Capitulo 5) para predizer a proximidade da estrutura modelada com o
molde gerado. Preferencialmente, deve-se escolher o primeiro modelo, devido aos valores
satisfatérios de C-score e TM-score obtidos na modelagem.

(For e g LTASSER e calad ey Toslcth sl s, L ASSER s e SPICKER pog pa s s v
a = = - e g of 5, 2], e 2 C-cor o1 I ——

i by the st 2 15

Reset o rital arencaton | L] Spin On/OFF et o il orentation | [5pin 000

| svnowor et o il siain | L spim 0510 et o il s | L spia 0n0F

© Downlozd Model 2

+ Download Modsl &
- Cacore= 44 score=4.57

Figura 30. Estruturas modeladas pelo I-TASSER. Por padréo o servidor libera as cinco melhores
estruturas, seguida do valor de C-score e TM-score.
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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.

[Z\tena

Editora

Ano 2022



A predicao da estrutura de proteinas & sem duvida, um
assunto chave para todos que atuam nas dreas de
modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural,
dada a versatilidade de fungcoes desempenhada por estes
biopolimeros em processos biolégicos, assim como suas
diferentes aplicagcoes farmacéuticas, industriais e
biotecnolégicas. Com este livro, pretende-se ndo 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 aplicagoes, assim
como limitacoes. O livro traz um conteddo 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.

[Z\tena

Editora

Ano 2022





