Bioinformatica
Exercicios — Visualizacao e comparacao de estruturas

Nota: caso esteja a usar o seu computador pessoal, devera instalar o software PyMOL a partir do site
www.pymol.org.

1. A partir do site do Protein Data Bank (www.rcsb.org) obtenha os ficheiros PDB da tripsina humana
(cédigo pdb 2RA3), da tripsina de Streptomyces griseus (1SGT) e da proteinase V8 de Staphylococcus
aureus (AWCZ). Obtenha as sequéncias, em formato FASTA, de cada uma das proteinas a partir de
WWW.uniprot.org
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Faca o alinhamento da tripsina humana com cada uma das outras 2 sequéncias usando o site
“Emboss” (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align) com op¢ao “water” (Smith-Waterman), anotando
as percentagens de identidade obtidas. Parece-lhe que os alinhamentos tém ambos significado?
Abre o ficheiro 2RA3 com o programa PyMOL e use o comando “Color” com opgao “by chain”
(menu no canto superior direito) para colorir cada uma das 4 cadeias polipetidicas existentes no
ficheiro 2RA3. O ficheiro contém duas cdépias de um complexo tripsina-inibidor (em que a
molécula maior € a tripsina e mais pequena o inibidor). No menu “Mouse” escolha o submenu
“Selection Mode” e deste a opgao “chain”. A partir deste momento, ao clicar num atomo ira
seleccionar a cadeia inteira. Seleccione 3 das quatro cadeias, deixando apenas por selecionar uma
das cadeias maiores (molécula de tripsina). Na entrada “(select)” do canto superior direito escolha
“remove atoms”. Ficard assim com uma Unica molécula de tripsina no écran.

Usando a opcao “Open” do menu “File” leia o ficheiro 1SGT no PyMOL. Use o comando “zoom”
para garantir a visualizacdo simultdnea das duas moléculas.

Uso o comando “as ribbon” para observar as proteinas em modo “ribbon” (¢é visualizado apenas o
trago da cadeia polipeptidica de cada proteina).

Faca a sobre posicao das estruturas usando o comando “align 1SGT, 2RA3”. Anote o RMSD obtido
para a sobreposicao.

Repita o procedimento anterior para o ficheiro 1WCZ.pdb (ler e alinhar com 2RA3 usando “align”).
Neste caso devera obter um RMSD muito elevado (~15A), e um alinhamento incorrecto. Isto
acontece porque o comando “align” de PyMOL baseia-se no alinhamento das sequéncias para
fazer a sobreposicao das estruturas, mas as sequéncias das duas proteinas (2RA3 e 1WCZ) nao
tém similaridade detectavel, como devera ter verificado na alinea a).

Repita o passo anterior, mas desta vez usando o comando “cealign” do PyMOL, o qual implementa
um algoritmo mais rigoroso de alinhamento estrutural, o qual nao depende de um alinhamento
prévio das sequéncias. Neste caso deverd obter um RMSD muito mais baixo e uma boa
sobreposigao das estruturas.

Para produzir um alinhamento das sequéncias das duas proteinas 2RA3 e 2WCZ com base no
alinhamento das suas estruturas, vamos usar o servidor de alinhamento estrutural “Top Match”
(https://topmatch.services.came.sbg.ac.at/. Na pagina de entrada, introduza os codigos das duas
proteinas nas caixas “Query” e “Target”, acrescentando “A” a cada cédigo par indicar ao servidor
gue apenas pretendemos alinhar as cadeias “A” de cada uma das estruturas . Carregue em
“Match” para realizar o alinhamento estrutural. Na pagina de resultados, observe os valores de
RMSD e percentagem de identidade produzidos por TopMatch e compare o alinhamento obtido por
este método com o alinhamento de sequéncias produzido por EMBOSS/water. Note a diferenca de
valores de percentagem de identidade. Qual devera ser o alinhamento mais correto e porqué?
Usando o visualizador de estrutura e alinhamento, identifique as regioes das estruturas que
correspondem a insercoes ou delecoes no alinhamento duas sequéncias. Onde se encontram
preferencialmente localizadas as regides de insercao e delecao na estrutura das duas proteinas?
Compare os valores de RMSD obtidos com as correspondentes percentagens de identidade entre
as sequéncias. O que pode concluir?




2. Arodanese, também conhecida como tiossulfato transferase, € um enzima mitocondrial responsavel
pela destoxificacao do cianeto. Obtenha a estrutura da rodanese bovina, com o codigo 1DP2, a partir
do Protein Data Bank (https://www.rcsb.org). Carregue esta estrutura no PyMOL e siga os seguintes
passos:

a) Visualize a estrutura no PyMOL. Use “remove solvent” para remover as moléculas de agua da
estrutura, e “remove LPB/” para remove a molécula de acido lipdico que se encontra no centro
activo da rodanese, ficando apenas com a cadeia de proteina no PyMOL. Uso comando “as ribbon”
para visualizar apenas o traco da cadeia polipeptidica (por unido dos &tomos de carbono alfa de
residuos de aminoacidos consecutivos).

b) Use os comandos “create part_a, 1DP2///1-157/” e “create part_b, 1DP2///158-292/” para criar
dois objectos “part_a” e “part_b” contendo as duas metades da molécula. Remova a molécula
original com o comanado “remove 1DP2”. Use o comando “color” para colorir as duas partes de
vermelho e azul (“color red, part_a” e “color cyan, part_b”),

c) Use cocomando “cealign part_a, part_b” para fazer o alinhamento estrutural das duas partes da
molécula de rodanese. Anote o RMS obtido. Represente as estruturas como “cartoon” usando o
comando “as cartoon”. Observe a correspondéncia das estruturas secundarias (hélices e folhas)
dos dois fragmentos alinhados. Parecem-lhe similares?

d) Paravisualizar o alinhamento de sequéncia baseado em estrutura para os dois fragmentos da
rodanese, vamos necessitar de uma ferramenta exterior ao PyMOL. Grave os dois pedacos da
molécula no seu computador em dois ficheiros PDB, usando os comandos “save part_a.pdb,
part_a” e “save part_b.pdb, part_b”.

e) Abre a pagina do servidor de comparacgao estrutural DALI
(http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/). Selecione a tab “pairwise”. Em “STEP 1” click no
botdao “Choose File” e selecione o ficheiro “part_a.pdb”. Em “STEP 2” clique no botao “+”, em
seguida “Choose File” e seleccione o ficheiro “part_b.pdb”. Clique em “Submit” para calcular o
alinhamento estrutural das duas estruturas “part_a” e “part_b”.

f)  Anote o RMSD e a percentagem de identidade do alinhamento estrutural das duas sequéncias
produzido pelo servidor DALI.

g) Alinhe os dois fragmentos da sequencia da rodanese usando o site “Emboss”
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/align) com opcao “water” (Smith-Waterman).

h) Analise a significancia deste alinhamento usando o servidor PRSS
(https://fastademo.bioch.virginia.edu/fasta www2/fasta www.cgi?rm=lalign ). O alinhamento sera
estatisticamente significativo?

i) Com base nesta andlise, como podera ter surgido o gene da rodanese?.... Sera este um evento
recente ou antigo? (Tenha em conta a percentagem de identidade das sequéncias)

3. Obtenha as estruturas da hemoglobina humana (6KAS), leghemoglobina de tremogo (2GDM) e
glutationo-S-transferases 5 (GST-5) de C. Elegans (1ZL9) a partir do RCSB Protein Databank. Faca o
alinhamento estrutural do cadeia alfa da hemoglobina contra a cadeia beta da mesma proteina, e
contra as outras duas proteinas no PyMOL, tomando nota dos valores de RMSD (NOTA: deve usar o
comando “cealign” do PyMOL, ja que alguns dos pares apresentam uma percentagem de identidade
muito baixa). Analise os resultados, comparando com o alinhamento das correspondentes sequencias
usando a opcao “Water” do programa EMBOSS.

4. Obtenha as seguintes sequéncias de proteases de serina humanas a partir de UniProt
(http://www.uniprot.org): Tripsina 1 (Trypsin), Elastase 1, Quimotripsinogéneo B (Chymotrypsinogen
B), Kalikreina (Kallikrein), Quimase (Chymase) e Catepsina G (Cathepsin G). Obtenha as estruturas
destas proteinas a partir do Protein Databank (cédigos PDB: 1PJP, 3EST, 3TPI, 2CGA, 1SPJ e 1CGH).
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Faca um alinhamento multiplo das sequéncias com o programa T-Coffee
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/) e identifique possiveis regides correspondentes a
cavidade do centro activo.

Identifique os trés residuos da triade catalitica (Ser, Asp, His) no alinhamento.

Leia os ficheiros PDB no programa PyMol. Remova as moléculas de solvente, ligandos e
duplicados.

Use o comando “align obj1, obj2” (em que objl e obj2 sdo os nomes de quaisquer duas proteinas)
para alinhar todas as estruturas com a estrutura da tripsina.

Compare o alinhamento das estruturas com alinhamento de sequéncias antes obtido e identifique
“loops” (zonas de divergéncia estrutural a superficie das proteinas).

Na estrutura da tripsina identifique a triade catalitica, representando-a com o modo “sticks” e com
uma cor diferente do resto da proteina.

Represente como “sticks” as triades cataliticas de todas as moléculas sobrepostas, e observe a
elevada conservagao da geometria do centro activo.




