ANALISE ESTRUTURAL IN SILICO

INTRODUCAO

Este estudo visa apresentar as bases de dados repositorias de estruturas (priméria,
terciaria e quaternaria) de proteinas de diversos organismos e, a partir delas, demonstrar as
ferramentas de bioinforméatica mais comumente aplicadas ao estudo das proteinas e,
principalmente, como processar as informagdes fornecidas por tais ferramentas.

Inicialmente iremos mostrar que a partir da sequencia de um gene, é possivel predizer
a sequencia de uma proteina e, a partir dela, chegar ao seu nivel de enovelamento méximo. A
partir da sequencia de aminoacidos, é possivel predizer alguns parametros fisico-quimicos que
predizem seu comportamento in vitro e assim, facilitam o seu entendimento e comparacéo.

Se esta proteina for de interesse da area médica, € possivel utilizar sua estrutura para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doengas cronicas e infecciosas, por
meio de uma técnica chamada de varredura virtual ou “virtual screening”.

Este material foi estruturado na forma de tutorial de forma a explorar algumas das
principais bases de dados repositorias de estruturas e as ferramentas de bioinformaticas mais

comumente utilizadas em protedmica.

BASES DE DADOS (REPOSITORIO DE SEQUENCIAS)

Banco de dados é um conjunto de informacfes relacionadas entre si, referentes ao
mesmo assunto, organizadas pratica e racionalmente, para que o usurio levante e recupere
informacdes, tire conclusdes e tome decisdes.

Constitui um grande conjunto de dados persistentes, geralmente associado a um software
projetado para atualizar, consultar e recuperar componentes dos dados armazenados no
sistema.

Com o avango da tecnologia, existem cada vez mais sequéncias e anotagdes e ndo é possivel
determinar a quantidade de informac@es que ainda sera obtida de diversos organismos com o
andamento do projeto genoma.

Isso torna fundamental o uso de um banco de dados bem estruturado que permita o

armazenamento, 0 acesso e 0 processamento destas informagdes de forma simples e eficiente.

1)  Bancos de dados Primarios



Séo repositorios que armazenam informagfes obtidas diretamente de técnicas
experimentais como sequenciamento, difracdo de raios-X, NMR. Seu conteudo é submetido
por pesquisadores (autores), 0s quais sdo responsaveis e tem total controle sobre o contetdo
submetido. Sdo exemplos de bancos primarios, 0 GenBank, PIR, EMBL, DDJB, SNP,
GEO, PDB.

Exercicio 01:

Explorando os bancos de dados primarios. Acesse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

a) Buscar no GenBank a sequéncia do RNAm que codifica para a proteina Kinl7

humana no formato FASTA:

>gi1]3850703]emb]AJ005273.1] Homo sapiens mRNA for Kinl7 protein
CTAGAATTCAGCGGCCGCTGAATTCTAGAACTGGGGTCCAGAAAGTGATCGCTGCCGTGGTCGCCATGGG
GAAGTCGGATTTTCTTACTCCCAAGGCTATCGCCAACAGGATCAAGTCCAAGGGGCTGCAGAAGCTACGC
TGGTATTGCCAGATGTGCCAGAAGCAGTGCCGGGACGAGAATGGCTTTAAGTGTCATTGTATGTCCGAAT
CTCATCAGAGACAACTATTGCTGGCTTCAGAAAATCCTCAGCAGTTTATGGATTATTTTTCAGAGGAATT
CCGAAATGACTTTCTAGAACTTCTCAGGAGACGCTTTGGCACTAAAAGGGTCCACAACAACATTGTCTAC
AACGAATACATCAGCCACCGAGAGCACATCCACATGAATGCCACTCAGTGGGAAACTCTGACTGATTTTA
CTAAGTGGCTGGGCAGAGAAGGCTTGTGCAAAGTGGACGAGACACCAAAAGGCTGGTATATTCAGTACAT
AGACAGGGACCCAGAAACTATCCGCCGGCAACTGGAACTGGAGAAAAAGAAAAAGCAGGACCTTGATGAT
GAAGAAAAAACTGCCAAATTTATTGAAGAGCAAGTGAGAAGAGGCCTGGAAGGGAAGGAACAGGAGGTCC
CTACTTTTACGGAATTAAGCAGAGAAAATGATGAAGAGAAAGTCACGTTTAATTTGAGTAAAGGAGCATG
TAGCTCATCCGGAGCAACATCTTCCAAGTCAAGTACTCTGGGACCGAGTGCACTGAAGACGATAGGAAGT
TCAGCATCAGTGAAACGAAAAGAATCTTCCCAGAGCTCAACTCAGTCTAAAGAAAAGAAGAAAAAGAAAT
CTGCACTGGATGAAATCATGGAGATTGAAGAGGAAAAGAAAAGAACTGCCCGAACAGACTACTGGCTACA
GCCTGAAATTATTGTGAAAATTATAACCAAGAAACTGGGAGAGAAATATCATAAGAAAAAGGCTATTGTT
AAGGAAGTAATTGACAAATATACAGCTGTTGTGAAGATGATTGATTCTGGAGACAAGCTGAAACTTGACC
AGACTCATTTAGAGACAGTAATTCCAGCACCAGGAAAAAGAATTCTAGTTTTAAATGGAGGCTACAGAGG
AAATGAAGGTACCCTAGAATCCATCAATGAGAAGACTTTTTCAGCTACTATCGTCATTGAAACTGGCCCT
TTAAAAGGACGCAGAGTTGAAGGAATTCAATATGAAGACATTTCTAAACTTGCCTGAGTTTGAAAATTTG
TTAACAATACATTAAAATCTTAAAGCATCAAATTGGTGTTCGCCAAGGCATTATGAGACTCTACTGTGTT
AGGGTATATTCTTTTGTATAAAACAAACAGGTTTTTGAAAATATTACTGTATAGTTGTTCAGCTAAACTT
TGAGAAGAATTTAATTATGTCTCATGAGGTATCAAACTATGTAATTTTGTCCTTGTTATTTTTGTTTCCT
TTGTAATTTACTTGATGAGTTTATATCTTCATTAAAGAATGTTATTATAAAAAAAAAA

PS: Em bioinformatica, o formato FASTA é um formato baseado em texto para representar
tanto sequencias de nucledtidos quanto sequencias de aminoacidos, no qual os nucleotideos
ou aminodcidos sdo representados usando cddigos de uma Unica letra. A linha de descrigdo se
distingue a partir da sequéncia dos dados por um simbolo maior-que (">") na primeira coluna.
A palavra que segue o simbolo ">" é o identificador da sequéncia, e o resto da linha é a
descrigdo (ambos sdo opcionais). Ndo deve haver nenhum espaco entre o ">" e a primeira

letra do identificador.



1) Bancos de dados Secundarios
Sao repositérios construidos a partir do banco de dados priméario. Seu contetdo e
informacBes sdo resultantes da analise e processamento dos primarios. Seu contetdo é
controlado por curadores como o European Bioinformatics Institute (EBI) e o Swiss Institute
of Bioinformatics (SIB).
Séo exemplos de bancos de dados secundérios: Refseq, RefSNP, UniGene, NCBI

Protein, Structure, Conserved Domain, SwissProt, Pfam, etc.

2) Explorando os bancos de dados secundarios. Exemplos:
SWISS-PROT e TrEMBL

a * SWISS-PROT foi criado em 1986
EMBL-EBI e pelo Departamento de Bioquimica
Bioinformatics L. . .
Médica da Universidade de
Genebra e EMBL.
TrEMBL
su‘"sqalﬂ e Atualmente é mantido pelo Swiss
Institute of Bioinformatics (SIB) e
EBI/EMBL.

» Este banco mantém um alto nivel
de anotacOes, como a descri¢éo e a
funcdo da proteina, estrutura dos
seus dominios, modificacbes pos-
traducdo, além de ter uma estrutura
que facilita 0 acesso
computacional a diferentes campos

de informagdes.



Acesse: http://www.uniprot.org/
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. UniProtKB
. Protein knowleagebase
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UniRef
Sequence clusters zi“’::"‘:im“‘
UniRet100 - = UniMES
UniRef30 UniProtiKB/TrEMBL Metagenomic
UniRefs0 Unreviewed and environmental
A i amnotation samples sequences
UniParc - sequence archive
Current and obsolete sequences

EMBL/GenBank/DDBJ, Ensemb, other
Sequence resources

E uma colaboragio entre o Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI), o Instituto
Suico de Bioinformética (SIB) e o Protein Information Resource (PIR).

As bases de dados do UniProt s&éo Knowledgebase UniProt (UniProtKB), o UniProt
Reference Clusters (UniRef), e o UniProt Achive (UniParc).

Exercicio 2:
1) Utilize a mesma sequéncia do RNAm utilizada na busca anterior e faca uma anélise da

regido codificante através do Expasy (http://web.expasy.org/translate/)

a) Cole a sequéncia do RNAmM no espago em branco;

b) Clica no botéo | TRANSLATE SEQUENCE e aguarde o resultado.

c) Analisa as ORFs e clique sobre a que coce acredita ser a que corresponde a regido
codificante da Kinl7
d) Cligue na primeira Metionina e veja quantos amino4cidos a proteina possui.

e) V4 até o Uniprot e confirme sua andlise procurando pela sequéncia da Kin17 humana.

Ferramentas Para Alinhamento de Sequéncias

Alinhamento de sequéncias é uma forma de organizar sequéncias primaria de DNA,
RNA ou proteina para identificar regides similares que possam ser consequéncia de relacdes
funcionais, estruturais ou evolucionarias entre elas. Sequéncias alinhadas de nucleotideos ou
residuos de aminoacidos sdo representadas tipicamente como linhas de uma matriz.
Espacamentos (gaps) podem ser inseridos entre os residuos para que caracteres semelhantes

(por algum critério) sejam alinhados em colunas sucessivas.
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Figura 1 Exemplo de alinhamento entre duas sequéncias, produzido pelo programa ClustalW entre duas
proteinas dedo-de-zinco humanas (human zinc finger proteins) identificadas por seus nimeros de acesso no
GenBank

Se duas sequéncias em um alinhamento compartilham de um ancestral comum,
discordancias (mismatches) podem ser interpretados como mutagdes pontuais e 0S espagos
(gaps) como insercdes ou delecdes introduzidas em uma ou ambas as sequencias desde
quando estas divergiram no tempo.

Abordagens computacionais para o alinhamento de sequéncias dividem-se, em geral,
em duas categorias: alinhamentos globais e alinhamentos locais. Calcular um alinhamento
global é uma forma de otimizagdo global que "forca" o alinhamento a cobrir todo o
comprimento de todas as sequencias interrogadas (query). Por outro lado, os alinhamentos
locais identificam regiGes de similaridade dentro de sequencias longas que sdo geralmente
bastante divergentes em um todo. Os alinhamentos locais sdo frequentemente preferiveis, mas
podem ser dificeis de calcular por causa do problema adicional de identificar regides internas
de similaridade. Uma grande variedade de algoritmos existem para abordar o problema de
alinhamento de sequencias, sendo 0s mais conhecidos os baseados em programacéo dinamica,
mais lentos porém teoricamente otimizadores, ou baseados em heuristica, mais

eficientes/rapidos mas sem prova formal de obtengdo de solugdo 6tima.

Exercicio 03:
1) Busque nas bases de dados Uniprot as seqtiéncias da proteina humana Kinl7 ou outras
de seu interesse.
2) Copie e cole as sequéncias no formato FASTA usando o WordPad.
3) Alinhe as sequéncias usando o UniprotKB/Alignment

4) Explore as similaridades entre elas selecionando as propriedades dos aminoéacidos.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

O National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi fundado
em 1988 e é parte da United States National Library of Medicine (NLM),

uma filial do National Institutes of Health (NIH) e estd localizado em
Bethesda, Maryland, USA
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
BLAST (sigla em inglés que significa: Basic Local Alignment Search Tool), € um
algoritmo para comparar informagdes de sequéncias biolégicas primarias, tais como
seqliéncias de aminoacidos de diferentes proteinas ou nucleotideos de seqtiencias de DNA.
Uma pesquisa BLAST permite que um investigador compare uma sequiencia fornecida em
uma consulta com uma biblioteca ou base de dados de seqliéncias e identificar as bibliotecas

de seqliéncias que se assemelham a sequéncia consultada e que estejam acima de um certo

Diferentes tipos de BLAST

BLASTN — Pesquisa bancos de dados de nucleotideos usando
uma sequéncia de nucleotideos em questao.
Algoritmos: blastn, megablast, discontiguous megablast

BLASTP — Pesquisa bancos de dados de proteihas usando uma
Sequéncia de proteina em questdo.
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

BLASTX — Pesquisa banco de dados de proteinas usando uma
sequéncia de nucleotideo traduzida em questdo

TBLASTN — Pesquisa um banco de dados de nucleotideos
usando uma proteina em questao.

TBLASTX — Pesquisa bancos de dados de nucleotideos traduzidos
Usando um nucleotideo traduzido em questao.




grau de semelhanca.
Numa situacdo hipotética, apds descobrir um gene anteriormente desconhecido em um
camundongo, um cientista poderia tipicamente elaborar uma pesquisa no BLAST do genoma

humano para verificar se existem seres humanos portadores de um gene semelhante.
Exercicio 04:
1) A partir da sequéncia de amino&cidos da Kin 17 humana, fazer uma busca por proteinas

similares (moldes), cujas estruturas estejam depositadas no Protein Data Bank.

1° passo: Selecione a opgdo Protein blast

:_J BLAST® Basic Local Alignment Search Too
-
Home RecentResults Saved Strategies  Help
» NCBI/ BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search o)

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all ic BLAST
o Human o Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

using a ide query
5 blastn, megablast, discontiguous megablast

nucleotide blast SEB’:” a

igo)

h protein database using a protein query

protein blast
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, defta-bla

blastx | Search in database using a translated nucleotide query

2° Passo: Cole a sequéncia no formato FASTA e selecione em seguida a opgao “Protein Data

Bank proteins (PDB)” em “Database” e depois clique em “BLAST” e aguarde o resultado.

< BLAST"
= Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBU BLAST/ blastp suite Standard Protein BLAST

blastn blastp blastx tblastn tblastx

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more.
Enter Query Sequence prog L gap query. more...

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

O uploa fle @

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
(] Atign twe or more sequences &

Choose Search Set
Database Non-redundant protein sequences (nr) - @ I
Organism
Optional O Exclude -+

Enter organism common name, binomial_or tax id_Onlv 20 top taxa will be shown_ &
Use up and down armows to choose an item from the autocomplete. |
Exclude 2 Models (xMixP) C] Uncultured/environmentaT sampre Sequente:
Optional

Entrez Query

Ontinnal
< i




3° Passo: Anélise o resultado.

Essa barra em vermelho representa a
sequéncia que foi usada na pesquisa.
Esta sequéncia é chamada de “query”.

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence &

||Vlouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
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Cada uma dessas barras coloridas indicam a
regido onde a sequéncia do banco de dados
bate com a sequéncia query

Descricdo da proteina depositada no PDB
por ordem de query coverage

Sequences producing significant 3 nts:
Select: All Mone Selected:0
1 Alignments ™
\4 o T oy £ M i
[F] Chain A High Resolution Crystal Structure 0f The Human Kin17 C- Terminal Domain Containing A Kow Motif Kin17 254 254 32% 2e-83 100% 2CKK A
7 Chain A Solution Structure Of The Reqion 51-160 Of Human Kin17 Reveals AWinged Helix Fold 238 238 27% 2e-77 100% 2VIN A
7 Chain A Crystal Structure Of The Human Parp-1 Dna Binding Domain In Complex With Dna =pdbl4Ay1|B Chain B, Crystal Structure Of The Human Parp-1Dnall 33.9  33.9 25% 014 28% 4AV1 A
[ Chain A Solution Structure Of Max B-Hih-L z =pdbl1R05|B Chain B, Solufion Structure Of Max B-HIh-Lz 312 312 28% 028 29% 1RO A
[F] Chain A Recognition By Max Of Its Cognate Dna Through A Dimeric B/hihiz Domain 277 277 23% 46  2T% 1AM2 A
[ Chain A Inter-Subunit Interaclion And Quatenary Rearrangement Defined By The Ceniral Stalk Of Prokarvolic V1-Alpase »pdb|3ASCIB Chain B, Inter-Subunitiniff 29.3 29.3 20% 6.0 31% 2A5C A
O 293 20% 61 3% 3W3AA
O 293 16% 66 34% 3GOB A
O 269 23% 75 28% INKEE
[E] Chain A, X-Ray Crystal Structure Of Protein MIm0500 From Methanosarcina Mazei. Mortheast Structural Genomics Consortium Target Mar10 =pdb[1XUV|B Chainfl 28.1 281 13% 9.6 31% 1xXUv A

e Max score: Indica 0 qudo bem sua sequéncia se encaixa;

e Total Score: inclui por¢des ndo contiguas da sequéncia do molde que
corresponde a sequéncia query;

e Query coverage: Indica a fracdo da sequéncia query que corresponde
a sequéncia do molde,

e E-value: Score que determina a probabilidade de um falso positivo Quanto
menor o escore, mais significativo é o alinhamento;

e Max ident.: Refere-se a semelhanca entre as seqliéncias de aminoacidos
das proteinas.




Exercicio 05:

Objetivo: Identificar a localizagdo celular da proteina.

1) Usando as ferramentas expasy/PSORT (para bactérias e archaea) ou TargetP (para
outros organismos), insira a sequéncia da proteina de interesse no formato Fasta.
2) Analise os parametros fornecidos e discuta com seus colegas o significado de cada um

deles.

Exercicio 06:
Objetivo: Prever o padrdo de enovelamento (folding) da estrutura secundaria a partir da

seqliéncia de aminoacidos.

1) Usando as ferramentas expasy/PSIPRED insira a sequéncia da proteina de

interesse no formato Fasta. Interprete os resultados.

% BRENDA ||, & i

The Comprehensive Enzyme Information System J Bininformatics

BRENDA é o principal banco de dados de dados funcionais de enzimas, disponivel para a
comunidade cientifica.

Possui um acervo com mais de 5.000 enzimas diferentes.

E mantido e desenvolvido pelo Instituto de Bioquimica e Bioinformatica da
Universidade Técnica de Braunschweig, na Alemanha.

E um repositorio de dados sobre a fungio da enzima sdo extraidos diretamente da
literatura primaria por cientistas formados em Biologia ou Quimica.

As verificagOes de forma e consisténcia séo feitas por programas de computador. Cada
conjunto de dados sobre uma enzima classificada € verificado manualmente por pelo menos

um bidlogo e um quimico.

Acesse: http://www.brenda-enzymes.org
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Exercicio 07:
1) Buscar 0 E.C., 0 Ky, 0 pH 6timo e temperatura ideal da catalase bovina (Bos taurus)
e de fungo (Aspergillus. agaricus), na sua forma livre.

2) Busque estas informacdes para outras enzimas de seu interesse.

FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA NAO VINCULADAS A REPOSITORIOS:

Acesse: http://www.cbs.dtu.dk/services/

O Center for Biological Sequence Analysis (CBS) na Universidade

ANA Técnica da Dinamarca foi fundado em 1993 e realiza pesquisas basicas no

campo da bioinformatica e de sistemas bioldgicos.
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LA NHVWNIA 40 ALISHIAINA TVOINHDAL

NUCLEOTIDE SEQUENCES AMINO ACID SEQUENCES
Whole genome visualization and analysis Protein sorting
« GenomeAtlas ChloroP »
DINA structural aflases for complete microhial Genomes Chlaraplast transit peptides and their cleavage sites in plant proteins
LipoP »
Gene finding and splice sites Signal peptidase | &1l cleavage sites in gram- bacleria
«Easyene NetNES »
Genes in prokaryotes Leucine-rich nuclear export signals (NES) in eukaryotic proteing
HWMMgene SecretomeP »
Genes in eukaryotes Nan-classical and leaderless secretion of proteins
NetAspGene SignalP »
Intran splice sftes in Aspergilius DNA Signal peptide and cleavage sites in gram+, gram- and eukaryotic amino acid sequences
«MNetGene2 TaruetP »

Concluido

Exercicio 08:
Objetivo: Predizer o Papel celular, a Classe enzimatica e a Categoria ontologica do gene a

partir de uma seqliéncia de aminoacidos.

Método: Utilizar o CBS/ProtFun 2.2 server para produzir predi¢des ab initio da funcdo da

proteina a partir de sua sequencia.

1) Usando a ferramenta ProtFun, insira a sequéncia da proteina de interesse no formato
Fasta.
2) Analise os parametros fornecidos e discuta com seus colegas o significado de cada um

deles a partir da probabilidade encontrada.

Exercicio 09:
Objetivo: Utilizar a ferramenta CBS/TMHMM para predizer a posicdo da proteina em

relagdo a membrana.

Tutorial 2: Modelagem molecular por homologia.



A modelagem de uma proteina (proteina-problema) pelo método da homologia baseia-se
no conceito de evolu¢do molecular. Isto é, parte-se do principio de que a semelhanca entre as
estruturas primarias desta proteina e de proteinas homdlogas de estruturas tridimensionais
conhecidas (proteinas-molde) implica em similaridade estrutural entre elas. Os métodos
correntes de modelagem de proteinas por homologia implicam basicamente em quatro passos
sucessivos (Santos Filho & Alencastro, 2003):

a) identificaco e selecdo de proteinas-molde;

b) alinhamento das sequéncias de residuos;

c) construcdo das coordenadas do modelo;

d) validagdo.

Exercicio 11:
Objetivo: Predizer a estrutura 3D de uma proteina a partir de sua sequencia de aminoécidos.
1) Utilizando o Swiss Model ou 0 CBS/CPHmodels, insira a sequencia de aminoacidos

da proteina de seu interesse para ser modelada.
Protein structure from sequence: distance constraints
Exercicio 12: Validacdo do modelo:
Problematizacdo: O modelo gerado por homologia pode conter erros estereoquimicos, e,
portanto, precisa ser validado antes de ser analisado e utilizado em futuros estudos.
Objetivo: Utilizar os servidores de validacdo para checar a qualidade estereoquimica do
modelo:

Lista de servidores de validagdo: http://xray.bmc.uu.se/embo2001/modval/links.html

Acesse VADAR: http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadar/

OUTROS REPOSITORIOS DE DADOS RELACIONADOS A PROTEOMICA:

BANCO DE DADOS DE ESTRUTURAS 3D



O Protein Data Bank (PDB) é o unico repositdrio de informacdes em todo o mundo
sobre as estruturas 3D de macromoléculas bioldgicas, incluindo as proteinas e acidos

nucléicos. A seguir, veremos um breve histérico desta importante base de dados:
1971 - Inicio do PDB no Brookhaven National Laboratory com 7 estruturas.
1998 — O Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) se tornou responsavel

pela manutencéo do PDB.

2010 — o0 RCSB PDB € membro do wwPDB, um esforco colaborativo do PDBe (UK), PDBj
(Japdo), and BMRB (USA) para assegurar que o arquivo PDB seja global e uniforme.

Este banco de ados, somente aceita depdsito de estruturas determinadas

experimentalmente por Cristalografia de raios-X, NMR ou Microscopia eletronica.

Acesse: http://www.pdb.org
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Concluida

Exercicio 12:

Procure a estrutura de sua proteina (ou relacionadas) utilizando a ferramenta
Advanced Search, Macromolecule name (HMGB1) ou baixe uma estrutura pelo
identificador (pdbid): 1KD2 e 1HVC. Explore a estrutura utilizando o visualizador Jmol.
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