Tutorial — Modelagem Comparativa

Aula Pratica — 06/12/2018

A estratégia baseia-se no conhecimento de que a conformacéo estrutural

de uma proteina é mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos durante

0 processo evolutivo, e que pequenas mudancas na sequéncia, em geral,

resultam em, apenas, sutis modificacdes na estrutura tridimensional. Se pelo

menos uma sequéncia homologa para qual a estrutura tridimensional resolvida

esteja disponivel é encontrada, o0 método de escolha para predicdo da estrutura

tridimensional de uma proteina-alvo € a propria modelagem comparativa.

Geralmente, o processo de obtencdo de um modelo proteico virtual através

da execucdo da estratégia da modelagem comparativa envolve quatro etapas

principais (Figura 1), entre elas: (i) identificacdo dos moldes; (ii) alinhamento das

sequéncias; (iii) construcdo do modelo e; (iv) validacdo dos mesmos.
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Figura 1: Esquema geral do meétodo tedérico da modelagem comparativa.
Adaptado de MARTY- RENOM et al., 2000.



I. ldentificagdo dos Moldes

O primeiro passo na modelagem comparativa € a identificacéo de estruturas
tridimensionais resolvidas, que possam atuar como uma base estrutural para a
modelagem da sequéncia-alvo (proteina alvo). Esta identificacdo pode ser
realizada levando-se em consideracdo varios aspectos, como: conhecimento
estrutural, similaridade de funcdo, expressdo pelo mesmo grupo de genes,

similaridade sequencial ou até correlacédo evolutiva.

A etapa de busca de proteinas moldes tem como objetivo promover a
identificacdo de proteinas com estruturas tridimensionais resolvidas que se
correlacionam com a proteina-alvo, e que possam funcionar como molde
(proteinas-molde) para a modelagem dessa proteina com estrutura
tridimensional desconhecida. A busca das proteinas moldes pode ser realizada
utilizando-se a ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST). Nessa
busca, que funciona como um processo de triagem, sdo utilizadas certas
ferramentas para a avaliacdo do grau de similaridade entre fragmentos das
sequéncias (alinhamento local), com o objetivo de distinguir entre similaridades
importantes do ponto de vista bioldgico ou estrutural de similaridades ao acaso
e que nao apresentam importancia significativa. A busca é realizada no banco
de dados de proteinas com estruturas resolvidas, Protein Data Bank (PDB). Com
a introdugdo da sequéncia da proteina-alvo, um algoritmo de busca de

similaridade de sequéncias é, entdo, aplicado.
II. Alinhamento das sequéncias

A partir da identificacdo de uma correlacdo entre a proteina-alvo e a(s)
proteina(s)-molde com estrutura resolvida selecionada(s) na busca, se torna
necessaria a obtencdo de um alinhamento sequencial entre a proteina-alvo e
a(s) proteina(s)-molde. O objetivo primordial do alinhamento entre as sequéncias
€ o de identificar uma correlacdo 6tima entre os residuos de aminoacidos de
cada sequéncia. Quando apenas uma sequéncia-molde é identificada, é
realizado apenas um alinhamento “pairwise” (ao par) com a sequéncia-alvo.
Quando varias sequéncias-molde sao identificadas, é necessaria a obtencéo de
um alinhamento mdltiplo, em que estaréo dispostas todas as sequéncias-molde

selecionadas na busca, bem como a sequéncia-alvo.



Com respeito a faixa aceitavel de identidade sequencial para a execucao
da modelagem molecular comparativa, a literatura descreve como significante
um valor acima de 30 % de identidade sequencial entre a(s) proteina(s)-molde e
a proteina-alvo. Esse valor € dependente do nimero de residuos da proteina
que serd modelada, sendo menos critico quanto maior o comprimento da

sequéncia, como mostrado na Figura 5.
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Figura 2: Limiar para realizagdo da modelagem comparativa. O valor
significativo da identidade sequencial entre a proteina-molde e a(s) proteina(s)-
alvo para a realizacdo do procedimento se torna menos critico quanto maior o
comprimento da sequéncia-alvo.

lll. Construcédo do Modelo

A localizacdo no espaco tridimensional do maior niumero possivel de
atomos da proteina alvo depende do alinhamento. A construgdo da parte interna
da proteina alvo baseia-se na ideia de que a conformacé&o da cadeia principal da
estrutura molde pode ser transferida para ela. Existem muitos métodos de
modelagem dessas regides conservadas. Os mais utilizados sao (i) corpos

rigidos e (ii) restricbes espaciais.
[ll.I. Corpos Rigidos

Este método pode ser utilizado pelo SWISS-MODEL, um servidor

automatizado na Web, nele alinhamentos multiplos molde séo utilizados para



identificar regides estruturais conservadas, que sdo modeladas como corpos
rigidos, enquanto que as regides variaveis sdo construidas em torno deles. A
construcdo de um modelo ocorre por partes baseando-se no fato de que
proteinas homologas possuem regides estruturalmente conservadas como a-

hélices e folhas 3:

1. Definicdo das regides estruturalmente conservadas: através de predicdo de

estruturas secundarias.

2. Alinhamento considerando-se a média das posi¢des dos Ca das sequéncias
de aminoacidos das regides estruturalmente conservadas nas sequéncias de

referéncia.

3. As regides que ndo satisfazem as exigéncias sdo chamadas de regides

variaveis (geralmente, regides de voltas que conectam as regides conservadas).

4. A cadeia principal das regides variaveis: pode ser obtida em bancos de dados
de estruturas proteicas, que apresentam conjuntos de voltas determinados
através do numero de aminoacidos e do tipo de estruturas secundarias que

conectam.

5. Insercdo das cadeias laterais dos aminoacidos, através de busca em

bibliotecas de rotameros.
[Il.Il. Restricbes Espaciais

O software Modeller utiliza restricdo espacial para constru¢ao da estrutura alvo,
em que extrai caracteristicas geomeétricas (comprimentos de ligacdo, angulos,
etc) a partir da estrutura de modelo e construir um modelo de satisfacdo dessas

restricoes.

1. Alinhamento entre a sequéncia em estudo e a de referéncia: extrai-se do
molde suas restricbes espaciais (distancias e angulos) e transfere-as para o

modelo.

2. O tamanho das ligagbes bem como seus angulos preferenciais séo obtidos de

campos de forga.



3. Dados para os atomos nao ligados sao obtidos por analise estatistica de um
grupo representativo de estruturas conhecidas (limitacdo do numero de

possiveis conformacdes que o modelo pode assumir).

IV. Validagdo do Modelo

Apoés a construcdo do modelo, e necessario identificar possiveis erros
relacionados a escolha das estruturas de referéncia, e ao alinhamento entre
sequéncia-alvo e molde. Caso o modelo seja caracterizado de m& qualidade,
todo o processo de modelagem deve ser revisto, no intuito de melhorar o
alinhamento inicial ou utilizar outros métodos. Sao avaliadas as qualidades dos
modelos, principalmente se houver diferentes orientacdes referentes aos
residuos do sitio ligante nos modelos gerados. Um grande numero de
propriedades de diferentes graus de organizacdo estrutural, como: exatidao
estereoquimica, qualidade do empacotamento e confiabilidade do
enovelamento, sdo verificadas durante a etapa de validacdo. Alguns programas
podem ser utilizados para validagéo dos modelos gerado: (i) Procheck, (ii) Whatif
e, (i) Verify3D.

IV.l. PROCHECK (Qualidade Estereoquimica)

O Procheck avalia diversos parametros estereoquimicos, de importancia
fundamental, como os comprimentos de ligacdo, os angulos planos, a
planaridade dos anéis de cadeias laterais, os angulos torcionais da cadeia
principal, gerando o grafico de Ramachandran, que é muito (til, pois, define os
residuos que se encontram nas regides energeticamente mais favoraveis e
desfavoraveis, além de orientar a avaliacdo da qualidade para modelos tedricos

e experimentais de proteinas.

A estrutura proteica possui trés angulos principais, Q, @ e y. Como o
angulo Q é fixo os angulos ¢ e Y sdo os responsaveis por toda a variagao
conformacional da cadeia principal, pois tornam a cadeia polipeptidica flexivel.
Observa-se na Figura 6a, a estrutura proteica e seus angulos principais. O
grafico de Ramachandram e uma representacao grafica de angulos ¢ versus
angulos y. Para que se garanta uma maior precisdo dos modelos gerados, no
minimo 90% dos angulos ¢ e y da cadeia principal devem estar na regido mais

favoravel do grafico de Ramachandran.



Na Figura 6b, observa-se um grafico de Ramachandran. Os pontos
quadrados representam os residuos de aminoacidos da proteina modelada, as
glicinas sao representadas por triangulos. As areas em vermelho compreendem
as regides mais favoraveis para residuos se encontrarem, em amarelo as regides
favoraveis, em bege as regibes pouco favoraveis e em branco, as regides
desfavoraveis. A regido branca e desfavoravel para todos os aminoacidos, com

excecdo da glicina.

B
A =
= R 5
N/ ]
_ Copm I %
N\ N ) | S
/F}hi P$C ))/ \ C / E
l omega apha =
o R H - —
135 } H ? |

180 -135 90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura 3: (a) Estrutura proteica e seus trés angulos principais, omega (Q), phi
(D) e psi (V). Como o angulo Q e fixo os angulos ® e Y sédo os responsaveis por
toda a variacdo conformacional da cadeia principal, pois tornam a cadeia
polipeptidica flexivel. (b) Grafico de Ramachandran gerado pelo Procheck. As
regides representadas em vermelho, sdo as mais favoraveis, as representadas
em amarelo, sdo as favoraveis, as representadas em bege, sdo as menos
favoraveis e as regides brancas, sao as desfavoraveis.

IV.1l. Whatlf (Qualidade do Modelo)

O Whatif (VRIEND, 1990), avalia a qualidade dos contatos atémicos envolvendo
os atomos de cada residuo. E possivel comparar a distribuicio das posicées de

atomos em torno de cada residuo.

IV.III. Verify 3D (Energia de Interacdo entre Residuos)



O modelo proteico pode ser avaliado também quanto a qualidade dos ambientes
quimicos, determinando o nivel de confiabilidade do enovelamento proteico do
modelo virtual. O Verify 3D pode realizar essa tarefa, determinando os ambientes
quimicos de cada residuo do modelo e atribuindo “scores” com referéncia a uma
matriz construida a partir de uma analise estatistica envolvendo estruturas de

proteinas armazenadas no PDB.

IV. LIMITACOES DO METODO

As etapas mais probleméticas da modelagem de proteinas por homologia
sao o alinhamento das sequéncias e a modelagem das regides de al¢as. Muitos
avancos tém sido feitos nos métodos de alinhamento de sequéncias. Ja a
modelagem de alcas ainda é um fator limitante, principalmente quando o nimero
de residuos é grande.

Em alguns casos, cerca de 27% de identidade entre as sequéncias é
suficiente para um bom alinhamento e, consequentemente, para um bom
modelo. H& casos, porém, em que apesar do alto grau de identidade e do bom
alinhamento ndo se obtém modelos satisfatérios. Cada modelagem € um
problema particular e deve-se ter sempre em mente que a construcdo de um
modelo de proteina é uma tarefa que deve ser fundamentada em principios de
evolucdo molecular para cada grupo especifico de proteinas homologas.
Quando as proteinas tém varios dominios, a construgcdo do modelo é um
processo ainda mais complexo.

Os erros normalmente encontrados em modelos de proteinas gerados por
homologia podem ser divididos em cinco categorias (Figura 7):

1. Posicionamento da cadeia lateral. Quando o grau de identidade entre a
estrutura alvo e a estrutura molde é baixo, podem surgir problemas de encaixe
de algumas cadeias laterais no corpo principal do modelo, formando regibes
interrompidas.

2. Distorcbes em regifes alinhadas. Divergéncias entre sequéncias podem
provocar distor¢des durante a localizacdo dos residuos da cadeia principal,
mesmo que o enovelamento global do modelo seja satisfatorio. A utilizagédo de
varias proteinas-molde pode reduzir este tipo de erro.

3. Regides sem molde. Este tipo de erro pode ocorrer em segmentos da proteina

alvo que n&o tém equivalentes na estrutura molde, principalmente em regides de
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alcas grandes. A avaliacao critica do alinhamento proposto e do ambiente em
gue a alca esta localizada pode levar a superacéao deste tipo de erro.

4. Alinhamentos ineficientes. Ocorrem principalmente quando o grau de
identidade entre as sequéncias envolvidas é inferior a 30%. Para reduzi-los,
deve-se dar preferéncia a alinhamentos mdultiplos e, se possivel, modificar
iterativamente as regides do alinhamento tidas como problematicas.

5. Escolha errada do molde. Este tipo de erro € mais provavel quando o grau de

identidade € inferior a 25%. Nestes casos, deve-se buscar parametros

experimentais e modificar com cautela o alinhamento.
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Figura 4: Erros mais comuns na modelagem comparativa: (a) posicionamento
da cadeia lateral; (b) distor¢des em regides alinhadas; (c) regides sem molde; (d)
alinhamentos ineficientes; (e) escolha errada do molde.

TUTORIAL SWISS-MODEL

Este tutorial esta orientado para usuarios do sistema operacional Linux e
tem por objetivo exemplificar a aplicacdo do servidor SWISS-MODEL para
predicdo de estruturas de proteinas via modelagem comparativa utilizando a

técnica de corpos rigidos.

I. Entre no servidor SWISS-MODEL: https://swissmodel.expasy.ora/



https://swissmodel.expasy.org/

Clique em Start Modeling
ﬁﬂ ?'UZE’"RP" SWlSS_MODEL Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account

Welcome to SWISS-MODEL

SWISS-MODEL is a fully automated protein structure homology-modelling server, accessible via the ExPASY web server, or from the program DeepView (Swiss Pdb-Viewer). The purpose of this

server is 1o make protein modelling accessinle to all life science researchers worldwide
Start Modelling

Celebrating 25 years of SWISS-MODEL!

Save the date - Thursday 18 October in Basel, more details to follow!

Protein Structure Bioinformatics Group

/o Prof. Torsten Schwede E I0ZENTRUM #};yp

Swiss Institute of Bioinformatics 4

Biozentrum UﬂlVefS“)’ of Basel -
Klingelbergstrasse 50/70 The CEHIEF for -“i’} é‘g‘.ﬁu‘;‘,ﬂ‘fég of
CH-4056 Basel / Switzerland Molecular Life Sciences

help-swissmodel@unibas.ch

Existem quatro tipos possiveis de entrada:
Supported Inputs @
Sequence(s) -

Target-Template Alignment

User Template -
DeepView Project -

1) Sequéncia de aminoéacidos de proteinas ou identificador UniProtKB
A sequéncia de aminoacidos da proteina alvo pode ser submetida como texto
simples ou no formato FASTA.

- Example of plain text sequence:

MVEIVYWSGTGNTEAMANET EAAVKAAGADVESVRFEDTNVDDVASKDVILLGCPAMGSE
ELEDSVWEPFFTDLAPKLKGKKVGL FGSYGWGSGEWMDAWKQRTEDTGATVIGTATIWVNEM
PONAPECKELGEAAAKA

- Example of FASTA sequence:

»sp|PB@321|FLAV MEGEL Flawvodoxin - Megasphaera elsdenii.
MVEIVYWSGTGNTEAMANEI EAAVIKAAGADVESYRFEDTNVDDVASKDVILLGCPAMGSE
ELEDSVVEPFFTDLAPKLKGKKVGLFGSYGWGSGEWMDAWKQRTEDTGATVIGTATWNEM
PDONAPECKELGEAAAKA

Se a sequéncia proteica é depositada no banco de dados UniProtKB (The
UniProt Consortium), o identificador UniProtKB da entrada pode ser fornecido
como entrada (ou seja, P00321). Nesse caso, o identificador & imediatamente

validado e substituido pela sequéncia correspondente. O botdo "Add Hetero



Target" é fornecido para inserir multiplas sequéncias de destino representando
diferentes subunidades de um hetero-oligbmero. As sequéncias de destino
devem ser exclusivas e podem ser enviadas como texto simples, sequéncias
FASTA ou ACs UniProtKB. Se um hetero-oligdmero for solicitado, procuramos
somente biounits de templates que contenham cadeias conectadas com todas

as subunidades desejadas.

2) Alinhamento de template-alvo

Os seguintes formatos séo suportados atualmente: FASTA e Clustal.
- Examples for FASTA:

>THN_DENCL
KSCCPTTAARMNQYNICRLPGTPRPVCAALSGCKITSGTGCPPGYRH-
»lerné
TTCCPSIVARSMFNVCRLPGTPEALCATYTGCITIIPGATCPGDYAN-

- Examples for Clustal

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

THN_DENCL KSCCPTTAARNQYNICRLPGTPRPVCAALSGCKIISGTGCPPGYRH- 46
lcrnA TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTPEALCATYTGCIIIPGATCPGDYAN- 46

. EEE ®= : *x&. * . EE SEEEFE . Ek *

3) Modelo de usuério
Se 0 usuério souber a estrutura do modelo a ser usado para modelagem, as

coordenadas poderédo ser carregadas no formato PDB(*) juntamente com a
sequéncia de proteinas alvo. Modelos oligoméricos sdo aceitos, e € possivel
construir heterémeros adicionando multiplas sequiéncias alvo a entrada.
Para iniciar um trabalho de modelagem com seu préprio modelo:
a) Pressione o botdo "User Template”
b) Digite a sequéncia de destino como normal.
Opcional: para iniciar um projeto hetero, vocé pode clicar em " Add
Hetero Target " para adicionar outra sequéncia de destino.
c) Cligue no botdo "Add Template File ..."
d) Localize o seu arquivo de coordenadas. Importante: Certifique-se de
gue ndo ha aminoacidos quimicamente modificados!

e) Clique em "Build Model".
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(*) Um arquivo do tipo PDB contendo as coordenadas da estrutura do modelo.
Para mais informacdes sobre o formato de arquivo PDB, consulte este link.

Observe que o formato mmCIF atualmente néo é suportado.

4) Projeto DeepView
Arquivos de projeto contendo as estruturas de modelo sobrepostas e o

alinhamento entre o destino e o0 modelo podem ser carregados diretamente no
espaco de trabalho SWISS-MODEL. Veja a se¢édo “Project Mode” para mais

detalhes.

Il. Escolha Sequence e entre a sequéncia de interesse: Brain lipid-binding
protein (BLBP)

> blbp
VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVVIRT
QCTFKNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCKSVVRLDGDKLIHVQKWDGKETNCTR
EIKDGKMVVTLTFGDIVAVRCYEKA*

[ll.Clique em Search for templates

%’rﬂ i"’“““‘“" i ‘SW|SS_MODE|_ Modelling  Repository Tools Documentation Login Creat

Start a New Modelling Project @

Target Sequence(sy & Tarqet | ON D R GV A TR OVE NV TRE TV TS0EGERVVIRT OCTERNTE INF OLGEEFEETSIDDANCKSVVALDGDKLIEVORWDCK 100 Supported Inputs @
(Format must be FASTA, Target ETNCTREIKDGHMVVILTEGDIVAVECYERE 131

Sequence(s) -

Target-Template Alignment | ~

= User Template -
Add Hetero Target 2 Reset

DeepView Project -
Project Title: e
Email Optiona
| Search For Templates | Build Model
By using the SWISS-MODEL server, you agree fo compiy with the foilowing terms of use and fo cite the corresponding articles
ﬁﬂ SIS SWISS-MODEL Modeling  Reposilory Tools Documentation Login  Create Account
= All Projects

Untitled Project cCreated: today at 18:09
Summary Models E & x

Template Results o

The search for templates matching your target sequence is curently queueing. Please wait

If you want to come back later, bookmark this link:

https://swissmodel .expasy.org/interactive/FqmQlg/

s EE M KA T GV EFATROVGNVTKPTVIISQEGGKVV IRTQCTFRNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCK S VVRLDGDRKLIHVQKWDGK

ETNCTREIKDGKMVVTILTFGDIVAVRCYERE
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IV. Avalie o resultado da busca por templates

&

All Projects

Blﬂlﬂfmm SWISS-MODEL Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account

Untitled Project created: today at 18.09
Summary IModels B & x

Template Results o

Templates Quaternary Struciure Sequence Similarity Alignment of Selected Templates More ~ Build Models

Ifsort ¢ Name 4 Title 4 Coverage 4+ GMQE #[RSQE ¢Identity ¢ Method 4 Oligo State # Ligands Clear Selection

e Bura.2. A Fatty acid-binding protein, brain _ 098 8702 Xray, 1.9A monomer / 1x%8KS™ ~

(] Sura.1. A Fatly acid-binding protein, brain _ 098 - 8702 X-ray, 1.9A monomer / 1x8KS™ hd

1fdg2 A FATTY ACID-BINDING PROTEIN, _ 0496 - 87.02 X-ray, 21A monomer v 1 HXA® hd

ERAIN

=] 1fdg 1A FATTY ACID-BINDING PROTEIN, _ 0496 - 87.02 X-ray, 21A monomer v 1 HXA® hd
BRAIN

@ 1x.1.A BRAIN-TYPE FATTY ACID BINDING _ 096 87.02 NMR monomer None v
PROTEIN

=] 1fe3. 1A FATTY ACID-BINDING PROTEIN, _ 095 87.02  Xray,2.8A monomer / 1x0LAY v
BRAIN

(m] 5ura.1. A Fatty acid-binding protein, brain _ 095 - 8760 X-ray, 1.9A monomer / 1x8KS™ ~

(] 5Sura.2 A Fatly acid-binding protein, brain _ 095 - 8760 X-ray, 1.9A monomer / 1x8KS® hd

e —————————

) ElUZE'ﬂ.’;‘J" SWISS-MODEL Modeling Repository Tools Decumentation Login Create Account

All Projects

Untitled Project created: today at 18:09
Summary IModels E & x

Template Results e

Templates Quaternary Structure Seguence Similarity Alignment of Selected Templates More Build Models

& Tavoe: SN AN G Ve A TROVENVTKETVI TSQEGGKVVIRTQCTFRNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCESVVR ==
KBIVITSOEG

fara. 2. RIS QREDEYHRATGVCEATAOVENVT STERNTETEPOLGEEEDEDT2DDBNCREVYS o i tecio
Target LDGDKLIHVOKWDGKE TNCTREIKDGKNVVILTECDIVAVRCHERS =
surs.2.3 1D6 DLV QKRDGHETNT VRETROCKAVET T HG D VAVERNERY

V. Clique em Build Models.
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ﬁm IE“"?E.TII'?""" SW|SS_MODEL Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account
e oo o Mot ke S
i= All Projects

Untitled Project created: today at 1809

summary  Templates (@) [UICSEERR] B & x
Model Results -] Orderby: GMQE v

Oligo-State Ligands GMQE QMEAN
Monomer None 0.98 0241
Global Quality Estimate 3 Local Quality Estimate Comparison ~
QMEAN m 0.24 [PRp— i i s o 3050 P S
Cp o Bl Ef 3 -
AlAtom [ W 116 4 - 5 i ’

S— Solvation|J } 003 I
Torsion [N l 0.36

Structure

Assessment
Template  Seq Identity Coverage Description
Sura.2 A 87.02% | | Fatty acid-binding protein, brain v

Model-Template Alignment -~

E IDDRNC =:

ETWRLTTSQNFDEYMKALGVEEATROVGNYT KTV ITSUBG [KVVIRT > TFKNIELISBOLGEEFJE DT 2 DDRN

GLUBS A

M NGL.  Cattoona. @& b A& | T

(1) GMQE: O GMQE (Global Model Quality Estimation) é uma estimativa de
qualidade que combina propriedades do alinhamento de modelo de destino e o
método de pesquisa de modelo. A pontuacgéo resultante do GMQE é expressa
como um numero entre 0 e 1, refletindo a precisdo esperada de um modelo
construido com esse alinhamento e modelo e a cobertura do alvo. NUmeros
mais altos indicam maior confiabilidade. Uma vez que um modelo é
construido, 0o GMQE ((1) na figura acima) é atualizado para este caso especifico,
considerando também a pontuacdo QMEAN do modelo obtido, a fim de aumentar

a confiabilidade da estimativa de qualidade.

(2) QMEAN: QMEAN é um estimador composto baseado em diferentes
propriedades geométricas e fornece estimativas de qualidade absoluta globais
(isto é, para toda estrutura) e locais (isto €, por residuo) com base em um Gnico

modelo.

O escore Z do QMEAN ((2) na figura acima) fornece uma estimativa do "grau de
natalidade" das caracteristicas estruturais observadas no modelo em escala
global. Indica se a pontuagdo QMEAN do modelo é comparavel ao que se
esperaria de estruturas experimentais de tamanho similar. Os escores z do
QMEAN em torno de zero indicam boa concordéancia entre a estrutura do
modelo e estruturas experimentais de tamanho similar. Pontuacdes de -4.0 ou

abaixo sdo uma indicacdo de modelos com baixa qualidade. Isso também é
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destacado por uma mudanca do simbolo "polegar para cima" para um simbolo

"polegar para baixo" ao lado da pontuacéo.

O QMEAN consiste em quatro termos individuais. Os quatro termos individuais
das pontuacdes de qualidade globais da QMEAN também séo listados ((3) na
figura acima). A area branca nos graficos de barras (valores numéricos proximos
de zero) indica que a propriedade é semelhante ao que se esperaria de
estruturas experimentais de tamanho semelhante. Valores positivos indicam que
0s escores do modelo sdo superiores as estruturas experimentais em meédia.
NUumeros negativos indicam que o modelo pontua abaixo das estruturas
experimentais em média. A pontuacdo Z QMEAN em si € mostrada no topo. Os
escores-Z individuais comparam o potencial de interagcdo entre atomos de Cf
apenas, todos os atomos, o potencial de solvatacdo e o potencial de angulo de

torcdo. Para detalhes, por favor recorra a publicacéo.

(4) O grafico “Qualidade Local” ((4) na figura acima) mostra, para cada residuo
do modelo (relatado no eixo x), a semelhanca esperada com a estrutura nativa
(eixo y). Normalmente, espera-se que os residuos com pontuacao abaixo de
0,6 sejam de baixa qualidade. Cadeias de modelos diferentes sdo mostradas
em cores diferentes. Se o0 modelo for baixado, a pontuacéo local sera informada
na coluna Fator B do arquivo PDB. A qualidade local também pode ser

visualizada escolhendo o esquema de cores "QMEAN".

(5) No grafico "Comparacédo" ((5) na figura acima), os escores de qualidade do
modelo de modelos individuais estédo relacionados a pontuacdes obtidas para
estruturas experimentais de tamanho similar. O eixo x mostra o comprimento da
proteina (nimero de residuos). O eixo y € a pontuacdo QEMAN normalizada.
Cada ponto representa uma estrutura experimental de proteina. Pontos pretos
sao estruturas experimentais com um escore QMEAN normalizado dentro de 1
desvio padrdo da média (] Z-score | entre O e 1), estruturas experimentais com
um | Z-score | entre 1 e 2 séo cinza. Estruturas experimentais que estédo ainda
mais longe da meédia séo cinza claro. O modelo atual € representado como uma
estrela vermelha. A média e o desvio padrdo das estruturas experimentais em
torno da localizacdo x da estrela sédo a base para calcular a pontuagdo Z QMEAN
do modelo ((2) na figura acima), ou seja, quantos desvios padrao das pontuacdes
médias modelo.
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VI. Avalie o modelo clicando em Structure
'BIOZENTRUM SW'SS—MODEL

ol Basal
Melacula Life Seancas

Il Projects

Untitled Project created: today at 18:09

summary  Templates @ m B & X

Model Results o

Oligo-State
Monomer

Ligands
None

GMQE
0.98

Global Quality Estimate

QMEAN T, [l 0.24
e HL.] W0
Alatom [ . W 116
Solvation[ll, . | Ml -0.03
Torsion [, . [l 036

Local Quality Estimate

VY

Template  Seq ldentity Coverage
Sura2 A 87.02%

Description
Fatty acid-binding protein, brain

Model-Template Alignment

4 Model_01
Sura.2.AFDAFCRTWRLINSONEDE THRALGVGEATROVGREVTK
Model 01
Suza.2.2HSUUELLE

Ramachandran Plots

180°

Assessment

Modelling Repository Tools Documeniation Login Create Account
Orderby:  GMQE v
QMEAN
0241
Comparison A
.
e
E
v
~
GLUEI A
W NGL o Cartoon o | B3 » (AT

-180°
-180° 0° 180°
MolProbity Results ~

MolProbity Score 1.07
Clash Score 1.45
Ramachandran Favoured 96.9%
Ramachandran Outliers 0.0%
Rotamer Outliers 0.0%

[0 C-Beta Deviations 1 ATT ASP
Bad Bonds 0/1048

() Bad Angles 5/1M2

Results obtained usin

A2 ASP_A59 ASN, AT8 ASP, AG3 HIS, (AT5 ILE-ATS ASP)

g MolProbity in Phenix version 1.13, release 2998
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Ramachandran Plots: Um grafico de Ramachandran € uma maneira de
visualizar regibes energeticamente favorecidas para angulos diedros de

backbone contra residuos de aminoacidos na estrutura da proteina.

MolProbity: E um servico da Web de validagdo de estrutura que fornece
avaliacdo da qualidade do modelo nos niveis global e local para proteinas e
acidos nucléicos.

Escore Comentéario Caso |ldeal

indice de qualidade de
proteina combinada que
MolProbity Score reflete a resolugéo Tao baixo quanto possivel
cristalogréafica na qual tal
gqualidade seria esperada.
Clash Score > 0,45 A de ndo-H-bond Zero

Ramachandran Favoured > 98%

Em resolucdes abaixo de
_ 3.0 A, quaisquer valores
Ramachandran Outliers . <0.2%
discrepantes devem ser

considerados erros.

Em resolugdes abaixo de
3.0 A, quaisquer valores .
Rotamer Outliers . <1%
discrepantes devem ser
considerados erros

Desvio de > 0,25A do

C-Beta Deviations _ Zero
ideal

Bad Bonds > 40 desvio do ideal Zero

Bad Angles > 40 desvio do ideal Zero

<30 ° do ideal definido

Cis/Twisted Prolines/Non- como CIS; > 150 ® do
Prolines ideal definido como

Twisted

Zero
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VIl. Baixe o modelo. Compare o modelo com a estruturado template (5SURA)

escolhido com o pymol.

Model 01 -

Blndal Tamanlatg A

& PDB Format
& DeepView Format

& Model Report

i DB Format (Display)

B odel Report (Display)
(% send to SwissDock
Modelling Logs

X Delete Model

Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help
i3 ooc

Enantiomer-
-26 to Anandamide transporters

: Detected mmCIF
ura”.

Utilize o comando de alinhamento do pymol:
align model_01, 5ura_A

align estrutura_a_ser_alinhar, estrutura_referencia
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¢ Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help

Exercicio:
Faca um documento (Word, libre office, etc) contendo as informacgdes seguintes

(pode ser o print das telas):

1) Utilize a estrutura 1IFDQ como template e crie o0 modelo pelo SWISS-
MODEL.

2) Avalie com o Structure Assessment (Grafico de Ramachandran e

informacdes de score).

3) Compare com os valores do modelo anterior onde o template foi a

estrutura 5URA. Qual seria o melhor templante?

4) Baixe o novo modelo (template 1FDQ) e importe no pymol junto com o
modelo (template SURA). Alinhe e crie uma figura no pymol com as
possiveis regides diferentes. Qual foi o valor de RMSD entre elas?
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TUTORIAL MODELLER

Este tutorial esta orientado para usuarios do sistema operacional Linux e
tem por objetivo exemplificar a aplicacdo do software Modeller para predicéo de
estruturas de proteinas via modelagem comparativa utilizando a técnica de

restricbes espaciais.

Sequéncia de interesse: Brain lipid-binding protein (BLBP)

> blbp
VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVVIRT
QCTFKNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCKSVVRLDGDKLIHVQKWDGKETNCTR
EIKDGKMVVTLTFGDIVAVRCYEKA*

V.1. IDENTIFICACAO DOS MOLDES

Submeter a sequéncia ao servidor BLAST para selecionar o(s) melhor(es)

moldes (templates) baseados na identidade, cobertura e e-value.

a) Acessar o site do NCBI: http://blast.ncbi.nim.nih.gov.

b) Selecionar a ferramenta “protein blast”.

Web BLAST

c) No campo “Enter Query Sequence”, colar a sequéncia que se deseja
modelar (no formato FASTA).

d) Buscar pela sequéncia usando o parametro: “Database”. Protein Data

Bank proteins (pdb).
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BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter Query Sequence
Enter accession number{s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Chaar ‘Cuiery subrange G
VDM CATHKL TOSONFDEYMKAL GVGF ATRQWMEN TP TVI TSOEGGKVWIRTQC TFENTE NFOLGEEF EETSID
DRNCKSVVRLDGDKL THUQKWDGKE TNCTRE TKDGKMYVTL TF GITVAVRCY EXS® From |:|

L —

Or, upload file Escolher arquivo | Menhum arquivo selecionado g

Job Title |
Enter a descriptive title for your BLAST search &

! Align two or more sequences &

Choose Sear
TOEINTE 4| Protein Data Bank proteins{pdb Y@
Organism = =
Optional Enter organism name or id—completions will be suggested | L Exclude . *

Enter organism common name, binomial, or t2x id. Only 20 top taxa will be shown. &

Eﬂ?mdl& [ Models (XMXP) ) Unculturedfenvironmental sample sequences

ptional
Entrez Query 2
Optionsl [ | YoullllB Create custom database

Enter an Entrez query to limif seanch &

Program Selection
Algorithm ® blastp (protein-protein BLAST)
0 PSI-BLAST (Posifion-Specific lterated BLAST)
) PHI-BLAST (Pattemn Hit Initiated BLAST)
0 DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)

Search database Protein Data Bank proteins{pdb) using Blastp (protein-protein BLAST)
= ghow resulte In & new window

e) Analisar os resultados.

=) Graphic Summary

(=) Show Conserved Domains

Putative o ins have been detected, click on the image below for detailed results.
Lo o oo g oo ®o 000 Wosn oo Woagg oPoggqbP, 0
Auery seq. VDAFCATUKLTD SONF DEY FKALGU GF ATRONVGHUTRR TV TS0ECGKY VT RTOC TPRNTE INFOL GEEFEET S IIDRNCK SR DGIKL THYQRUMDGKE THCTRE [KDGKIVUTL TFGD IVAVECYEKA®
Specific hits
Superfanilies Lipocalin superfamily

Disfribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

W <40 W4o-s0 Wso-g0 W=0-200 W==200
1 20 40 a0 80 100 120
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Description 5“!2:; J:é?l E:fg vallzue Ident § Accession
Chain A, Enantiomer-Specific Binding of the Potent Antinocicepfive Agent SBFI-26 to Anandamide transporters FABP7 238 238 99% 2082 8T%SURA A
Chain A, Crystal Structure Of Human Brain Fatty Acid Binding Protein 238 238 99% 2e-82 87%|1FDQ A
Chain A, NMR STUDY OF BOVINE HEART FATTY ACID BINDING PROTEIN 185 185 98% 2e-61 66%
Chain A,_Human Fabp3 In Complex With 6-chloro-2-methyl-4-phenyl-quinoling-3- Carboxylic Acid 178 178 98% 1e-58 62%
Chain A, Serial femtosecond X-ray_structure of human fatty acid-binding_protein fype-3 (FABP3) in complex with stearic acid (C18:0) determined using X-ray free-electron laserat 178 178  98% 1e-58 62%
Chain A,_Solution Structure Of Human Heart-Type Fatty Acid Binding Protein 177 177 98% 2e-58 62%
Chain A, High Resolution X-Ray and Meutron diffraction structure of H-FABP 177 177 98% 2e-58 62%
SJAlignments
[ElDownload ~ GenPept Graphics ¥ Next 4 Descriptions

Chain A, Enantiomer-Specific Binding of the Potent Antinociceptive Agent SBFI-26 to Anandamide transporters FABPT
Sequence ID: SURA_A Length: 135 Number of Matches: 1

> See 3 more title(s)

Range 1: 5to 135 GenPegt Graphics

Related Information

— Structure - 3D structure displays
Score Expect Method Identities Positives I .
238 bits(607) Ze-82 Compositional matrix adjust. 114/131{87%) 123/131 93%) 01131 0%) e E—

Query 1 UDA\FCATHKLTDSQNFDEV\IKALGVGFATRQ\.’GNVTKPTVIISQEGGKWIRTQ(TFKNT 68
V+AFCATHKLT+SQNFDEYMKALGVGFATRQVGHVTKPTVIISQEG TFKNT
sojct VEAF[ATHKLTMSQNFDEWKALGVGFATRQVGNVTKPWIISQEGDKWIRTLSTFKNT 64

Query 61 EINFQLGEEFEETSIDDRNCKSWRLDGDKLIHVQK\JDGKETNCTRE]KDGKWVTLTFE 120
TN REIKDGKMV+TLTFG
Sbjct 65 EISFQLGEEFDETTADDRNCKSWSLDGDKL\!H[QK\JDGKETNFVRE]KDGKI’NI’ITLTFG 124

Query 121 DIVAVRCYEKA 131
D+VAVR YEKA
Sojct 125 DWVAVRHYEKA 135

ns - Identical proteins to

Chain A, Crystal Structure Of Human Brain Fatty Acid Binding Protein
Sequence ID: WFDQ A Length: 131 Number of Matches: 1

ownload ~ GenPept Graphics

¥ Next A Previous

4 Descriptions

Range 1: 1to 131 GenPegt

= Structure
Score Expect Method Identities Positives Gaps I

238 bits(507) 2e-82 Compositional matrix adjust. 114/131(87%) 123/131(93%) 0/131(0%)

-

Query UDA\FCATHKLTDSQNFDEV\IKALGVGFATRQ\.’GNVTKPTVIISQEGGKWIRTQ(TFKNT 68
V+AFCATHKLT+SQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVITSQEG K
sojct 1 VEAF[ATHKLTMSQNFDEY\|KALGVGFATRQVGNVTKPWIISQEGDKWIRTLSTFKNT 68

Query 61 EINFQLGEEFEETSIDDRNCKSWRLDGDKLIHVQK\JDGKETNCTRE]KDGKWVTLTFE 120

LGEEF+1 DGKMV+TLTFG
Sbjct 61 EISFQLGEEFDETTADDRNCKSWSLDGDKLVH[QK\JDGKETNFVRE]KDGKWHTLTFE 120
Query 121 DIVAVRCYEKA 131

pict 121 DAVAVBEVEKS 73]

Related Information

3D structure displays

\ - bioactivity screening
-Identical proteins to

Buscar o template escolhido no Protein Data Bank:

a) Acessar o site do PDB: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

b) Buscar o template através do cddigo PDB encontrado na etapa anterior.

c) Fazer o download do arquivo PDB e FASTA: “Download Files” — FASTA
Sequence e PDF File (text).
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RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze v Download v Leamn ~ More v

141616 Biological
Macromolecular Structures Search by PDB ID, author, macro
Enabling Breakthroughs in

Advanced Search | Browse by Annotations

25 Founducion
Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment
5 | BESEVISERA © Download Files »
( Biological Assembly 1 @ ) 1 F D Q

5 FASTA Sequence
‘ CRYSTAL STRUCTURE OF HUMAN BRAIN FATTY ACID
DOI: 10.2210/pdb1FDQ/pdb

PDB Format

PDB Format (9z)
Cl ificati LIPID BINDING PROTEIN

Organism(s): Homo sapiens

PDBx/mmCIF Format

Deposited: 2000-07-20 Released: 2001-07-25 PDBX/mmCIF Format (9z)
D B G.K.
PDBML/XML Format (gz)
Experimental Data Snapshot wwPDB Validation
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Biological Assembly 1
Resolution: 2.1 A Clashxarek Biological Assembly 2
R-Value Free: 0.257 Ramachandran outliers T 1 2%
R-Value Work: 0.180 Sidechain outliers S— 7%
ps://www.rc /pdb/d do?structureldList=1FDQ8compressionType=uncompressed e Bottr

V. Il. ALINHAMENTO ENTRE O ALVO E O MOLDE
Realizar o alinhamento da sequéncia alvo com o molde correspondente
utilizando o Modeller.
a) Trés arquivos Sao necessarios:
1. Sequéncia alvo em formato PIR (blbp.seq):
>P1;blbp
sequence:blbp::iiiii:

VDAFCATWKLTDSONFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVVIRTQCTFKNTEINFQLGEEFEETSIDDRNCKSVV
RLDGDKLIHVQKWDGKETNCTREIKDGKMVVTLTEGDIVAVRCYEKA*

Utilize o servidor:

http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/

Sequence conversion

Provided by bugaco.com

RELI RGN Why this ad? @

Google Convert from:

Report this ad fasta .
S to:
pir v

Alphabet: ©“None ©DNA ©RNA @Protein ©Nucleotide

Escolher arquivo Nenhum arquivo selecionado

Convert

Format About format
abi Reads the ABI "Sanger" capillary sequence traces files, including the PHRED
quality scores for the base calls. This allows ABI to FASTQ conversion. Note each

ABI file contains one and only one sequence (so there is no point in indexing the
Tile).

Ou Script em linguagem phyton (converter_pir.py) para converter:
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from modeller import *

e = environ()
a = aligmnment (e, file='klbp.fasta', alignment format='FZSTL'
a.write(file="klbp.==q', alignment format='EIR')

2. Arquivo PDB da estrutura molde (1FDQ.pdb):

ATOM 3 C VAL A 1 23.003 15.471 0.304 1.00 25.86 C
ATOM 4 VAL 4L 1 21l.862 18.3576 0.769 1.00 25.86 o
ATOM 5 CB VAL A 1 Z4.110 17.248 0.871 1.00 25.86 C
ATOM 6 CG1 VAL A 1 25.469 17.823 1.095 1.00 25.86 C
ATOM T CG2 VAL A 1 23.176 17.070 1.863 1.00 25.86 C
ATOM g8 N GLU A Z 23.897 20.454 0.368 1.00 25.86 )
ATOM 8 Ch GLU A 2 23.538 21.731 0.960 1.00 25.86 C
ATOM 10 C GLU & 2 22.438 22.32¢ 0.064 1.00 25.86 C
ATOM 11 O GLU A 2 Z21.552 23.04% 0.530 1.00 25.86 o
ATOM 12 CB GLU A 2 24.761 22.6861 1.023 1.00 25.86 C
ATOM 13 CG GLU A Z Z25.96% 22,052 1.743 1.00 25.86 C
ATOM 14 CD GLU A 2 Z6.801 21.136 0.837 1.00 25.86 C
ATCOM 15 ©CEl1 GLU A 2 27.2582 20.08% 1.335 1.00 25.86 o}
ATOM le OEzZ GLU A Z 26.975> 21.476 -0.367 1.00 25.86 o
ATOM 1T N ALR B 3 22.487 22.001 -1.221 1.00 25.8& )
ATOM 8 Ch ALL A 3 21.481 22.485 -2.162 1.00 25.86 C
ATOM 13 C ALR A 3 20.055% 22.043 -1.77% 1.00 25.86 C
ATOM 20 ALR B 3 1%.080 22.765 -2.040 1.00 25.8& o
ATOM 21 CB ALAL A 3 21.817 21.8%5 -3.576 1.00 25.86 C
ATOM 22 H PHE A 4 19.935 20.86e7 -1.163 1.00 25.88 )
ATOM 23 Ch PHE R 4 18.630 20.316 -0.752 1.00 25.8& C
ATOM 24 C PHE &4 4 18.246 20.6892 0.892 1.00 25.86 C
ATOM 25 PHE A 4 17.152 20.362 1.189 1.00 25.86 o
ATOM 26 CB PHE A 4 18.663 18.787 -0.848 1.00 25.8& C
ATOM 27 CG PHE A 4 18.986 g8.282 -2.214 1.00 25.86 C
ATOM 8 CD1 PHE A 4 18.007 8.1%6 -3.1%6 1.00 25.86 C
ATCOM 23 CD2 FHE R 4 20,272 17.823 -2.5320 1.00 25.86 C
ATOM 30 CEl1 PHE A 4 18.2%96 17.693 -4.459 1.00 25.86 C
ATOM 31 CEZ PHE R 4 Z0.56% 17.325 -3.788 1.00 25.8& C
ATOM 32 CZ PHE A 4 19.575% 17.263 -4.760 1.00 25.86 C

3. Script em linguagem phyton para alinhamento (align.py):

# Example for: alignment.align/()

# This will read two sequences, align them, and write the alignment

¥ to a file:

log.verbose()

env environ{()

aln alignment (env)

mdl = model(env, file='lFDQ', model segment=('FIRST:A',"'LAST:A"))
aln.append model (mdl, align codes='1FDO")
aln.append(file="blbp.seg', align codes=('blbp'))

# The asl.sim.mat similarity matrix is used by default:
aln.align(gap penalties 1d=(-¢00, -400))
aln.write(file="'blbp-1FDQ.ali", alignment format='PIR')
aln.write(file="blbp-1FD0Q.pap', alignment format='PAP')
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b) Através do Terminal rodar o script align.py no Modeller:

$ mod9.12 align.py

c¢) Dois arquivos séo gerados:

a. blbp-1FDQ.ali — arquivo com o alinhamento para proxima etapa.

@™ @ deborah@deborah-ubuntu: ~/Documentos/1FDQ
deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQ$ more blbp-1FDQ.ali

>P1;1FDQ
structureX:1FDQ: 1 :A:+131 :A:MOL_ID 1; MOLECULE FATTY ACID-BINDING PROTEIN, BRAIN
; CHAIN A, B; SYNONYM BRAIN LIPID BINDING PROTEIN:MOL_ID 1; ORGANISM_SCIENTIFIC HO
MO SAPIENS; ORGANISM_COMMON HUMAN; ORGANISM_TAXID 9606: 2.10: 0.18

VEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVVIRTLSTFKNTEISFQLGEEFDETTA
DDRNCKSVVSLDGDKLVHIQKWDGKETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA*

=P1;blbp

sequence:blbp: 3 B :1::-1.008:-1.00
VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVVIRTQCTFKNTEINFQLGEEFEETSI
DDRNCKSVVRLDGDKLIHVQKWDGKETNCTREIKDGKMVWTLTFGDIVAVRCYEKA*
deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQ$ I

b. blbp-1FDQ.pap — arquivo com alinhamento em que mostra os residuos
conservados.

@ ® @ deborah@deborah-ubuntu: ~/Documentos/1FDQ

deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQS$ more blbp-1FDQ.pap
_aln.pos 10 20 30 40 50 60
VEAFCATWKLTNSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGDKVVIRTLSTFKNTEISFQLGE
VDAFCATWKLTDSQNFDEYMKALGVGFATRQVGNVTKPTVIISQEGGKVVIRTQCTFKNTEINFQLGE

consryd * #kkkkdkdkdk kkkkdhdhhhkkdhdhdhkhhdhdhkhhdhdhhdd dhkdkhk khkkkkkk khkhkk

80 90 100 110 120 130

EFDETTADDRNCKSWVSLDGDKLVHIQKWDGKETNFVREIKDGKMVMTLTFGDVVAVRHYEKA
EFEETSIDDRNCKSVVRLDGDKLIHVQKWDGKETNCTREIKDGKMVVTLTFGDIVAVRCYEKA

consrvd *%k *k *khkkkkdkkhkdt Fhkdkdkdkd * Fhkdkdkhkhkhdk khkkkkdkkhkd Fhkhkdkdkdx Fhkhkdx Fhhih

deborah@deborah-ubuntu: ~/Documentos /1FDQS

lll. CONSTRUCAO DO MODELO
Constru¢do do modelo utilizando o resultado do alinhamento (blbp-1FDQ.ali).

a) Trés arquivos sdo necessarios:

1. Alinhamento entre sequéncia de interesse e estrutura molde (blbp-1FDQ.ali).

2. Arquivo PDB da estrutura molde (1FDQ.pdb).
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ATCM 3 C VAL A 1 23.003 19.471 0.304 1.00 25.86 C
ATCHM 4 O VAL &L 1 21.862 19.57& 0.76%9 1.00 25.886 o
ATOM 5 CB VAL & 1 24.110 17.24% 0.871 1.00 25.86 C
ATCM 6 CG1 VAL & 1 25.469 17.823 1.085 1.00 25.86 C
ATCHM T CG2 VAL A 1 23.176 17.070 1.863 1.00 25.86 C
ATOM 8 N GLU & 2z 23.897 20.454 0.368 1.00 25.86 H
ATCM 9 CA GLU A 2z 23.538 21.731 0.%960 1.00 25.86 C
ATOM 10 C GLU &4 2 22.438 22.32¢6 0.064 1.00 25.86 C
ATOM 11 GLU & 2z £21.552 23.045% 0.530 1.00 25.86 o
ATCM 12 CB GLU A 2z Z24.76l 22.661 1.023 1.00 25.86 C
ATOM 13 CG GLU A 2 25.969 22.052 1.743 1.00 25.86 C
ATCM 14 CD GLU A Z Z26.801 21.13¢ 0.837 1.00 25.86 C
ATCM 15 OEl1 GLU A 2z 27.292 Z20.08% 1.335 1.00 25.86 o]
ATOM le OEZ2 GLU A 2 26.975 21.47T6 -0.367 1.00 25.86 o
ATCM 17T N RLE A 3 £2.487 22.001 -1.221 1.00 Z5.88 )
ATCM & CA RLA R 3 21.481 22.485 -2.162 1.00 25.886 C
ATOM 13 C ALL L 3 20.055 22.043 -1.779% 1.00 25.86 C
ATCM 20 RLE A 3 19.080 22.765 -2.040 1.00 25.886 o
ATCM 21 CB ARLE R 3 21.817 21.%%5 -3.576 1.00 25.86 C
ATCM 22 N PHE & 4 19.5935 20.867 -1.163 1.00 25.86 2
ATCM 23 CR PFHE R 4 g.630 20.31e -0.752 1.00 25.886 C
ATCM 24 C FHE & 4 B.246 20.6%92 0.8%2 1.00 25.886 C
ATCM 25 PHE & 4 17.152 20.382 1.169 1.00 25.86 o
ATOM 26 CB PHE R 4 E.863 g.787 -0.848 1.00 25.86 C
ATCM 27 CG PHE A 4 B.986 8.262 -2.214 1.00 25.886 C
ATCM 8 CD1l PHE & 4 g.007 g8.1%¢ -3.1%6 1.00 25.86 C
ATOM 23 C(CDz PHE R 4 20.272 17.823 -2.520 1.00 25.88 C
ATCHM 30 CE1 PHE A 4 18.2%96 17.6%9 -4.45% 1.00 25.886 C
ATOM 31 CEzZ PHE & 4 20.569 17.325 -3.788 1.00 25.86 C
ATOM 32 CZ PHE R 4 19.575 17.263 -4.7e0 1.00 25.88 C

3. Script em linguagem phyton para construcdo do modelo (model.py).

# Homology modelling by the automodel class
from modeller.automodel import * # Load Lhe gulomodel class
log.verbose() # request verbose output

env = environ() # create a new MODELLER environment
# directories for input atom files
env.io.atom files directory = './:../atom files'
a = automodel (env,

alnfile = 'blbp-1FDQ.ali', # alignment filename
knowns = '"1FDQ', # codes of the templates

sequence = 'blbp') # code of the target

a.starting model= 1 # index of the first model

a.ending model = 10 # index of the last model
# (determines how many models to calculate)

a.make() # do the actual homology modelling

b) Através do Terminal rodar o script model.py no Modeller:

$ mod9.12 model.py
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c) Dez modelos foram gerados. Deve-se escolher aquele com menor funcéo

objetiva. Através do terminal digitar o seguinte comando:

$ grep OBJECTIVE *.pdb| sort —k3 > list.dat
$ more list.dat

@™ @ deborah@deborah-ubuntu: ~/Documentos/1FDQ

deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQS grep OBJECTIVE *.pdb| sort -k3 > list.dat
deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQS more list.dat

blbp.B99990003. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 648.5903
blbp.B99990002. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 652.7853
blbp.B99990087 . pdb:REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 674.3362
blbp.B99990001. pdb:REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 680.8115

blbp.B99990004. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 682.3057
blbp.B99990065. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 685.6719
blbp.B999900816. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 686.8701
blbp.B99990006. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 717.4725
blbp.B99990089. pdb:REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 719.0720
blbp.B99990008. pdb: REMARK MODELLER OBJECTIVE FUNCTION: 776.3228
deborah@deborah-ubuntu:~/Documentos/1FDQS I

d) Verificar o modelo gerado com menor funcéo objetiva e visualizar a estrutura
pelo PyMOL.

$ pymol blbp.B99990003.pdb
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Eile Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

Help

ugins
_ builtin_ . import_ (mod_name)
File "/usr/lib/python2.7/dist-packages/pmg_tk/startup/autodock.py", line 48, in <mo
dule>
from numpy import *
ImportError: No module named numpy
Error: unable to initialize plugin 'autodock’

PYMOL> |

D e - R - Sl e o S e

e e

PyMOL Viewer

Reset | Zoom | Orient | Draw | Ray

Unpick | Deselect | Rock | Get View

|<| < | stop | Play | > | =| | MClear

Command | Builder

Rebuild|Abort
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IV. VALIDACAO DO MODELO

Avaliar a qualidade do modelo gerado utilizando o servidor SAVES.

a) Acessar o servidor SAVES: http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/
VWHATCHECK - PROCHECK - ERRAT - Verify3D = PROVE - CRYST - pdbU E]

Upload your structure file here
Note:Only submit PDB files, not FASTA

Escolher arguivo | Menhum arguivo selecionado
| S ——. ——

‘ Verify 3D

‘ ERRAT

PROCHECK ¢

WHATCHECK | #

CRYST

rifde errat procheck whatcheck
?

b) No campo “Escolher arquivo” selecionar o arquivo PDB com menor funcéo

objetiva.

c) Rodar todos os programas — Run all programs:
1. Procheck

2. What_check
3. Verify_3D
4. Errat

5. Prove

d) Analisar Resultados.
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