Homology modelling

L’omology modeling delle proteine e il tipo di predizione di
struttura terziaria piu semplice ed affidabile. Viene richiesta soltanto
una (o piu) sequenze di riferimento su cui modellare la struttura. Le
procedure sono semplici, ma la validazione e complessa come tuitti
gli altri tipi di predizione strutturale.

b Costruire un modello e semplice.
P Rifinire un modello e complesso.

b Validare un modello e molto complesso, e serve una parte
Sperimentale.

Per |’homology modeling sono disponibili del server dedicati
all’ automazione delle operazioni di base (raccolta degli omologhi
strutturali, allineamenti, validazioni ecc.)



£/ SWISS-MODEL

-
-

An Automated Comparative Protein Modelling Server

E il server piu utilizzato, permette di tracciare tutte le
operazioni che svolge e di impostare alcuni parametri importanti
per il risultato finale.

Vi s accede on-line, oppure
e interfacciato con Swiss PDB Viewer

che lancia le procedure base e pol permette di perfezionare |
risultati grazie ai suoi strumenti di modeling.



Modelling requests: Laversione on-line suddivideil lavoro

ST — In cinque tqp_pe princ pal_l._l u_tente puUO
e AlCTTTETTITErfacs posizionars in varie posizioni a
 Optimise {projecty mode  Seconda delle informazioni di cui

dispone
1 2 3 4 5
Steps =earch for Check sequence Create enerate models  Energy minimization
suitable identity with taroet Proldodll with ProldodII with Grotos 96
templates jobs

First Approach Mode (regular)
First Approach Mode (with user-defined templates)

Optirnise Mode

Dearching sequences of known 3D structures
Found 11DDF.pdkh with P (N)=3.4e-59
Found 11CDF.pdbh with P (N)=1.6e-13
Found 11EXT.pdbh with P (N)=1.5e-09
Found Z1EXT.pdbh with P (N)=1.5e-09
Found Z1NCF.pdkh with P (N)=1.5e-039
Found Z1THER.pdbh with P (N)=1.5e-09
Found 11NCF.pdbh with P (N)=1.5e-09



Ricerca del templati possibili

Viene utilizzato il programma BLASTPZ2 per cercare smilarita di
sequenza primaria contro la banca dati EXNRL-3D, contenente le
controparti adattate per la ricerca blast delle di tutte le proteine
contenute nella banca dati ExPDB, forma non ridondante e non
annotata generata della PDB.

Visto che s utilizza BLAST, possono uscire piu templati adatti
perché:

1 - Esistono effettivamente piu templati che hanno un’ ata
similarita globale con la sequenza di interesse.

2 - | templati trovati corrispondono a zone diverse della
sequenzadi interesse, che possiedono alte similarita locali.



Ricerca del migliori templati

Vengono scelti tra tutti 1 modelli possibili quelli che hanno
Identita maggiore del 25% da alineamento pairwise
struttura/seguenza e viene progettata la modellazione di tratti di
sequenzalunghi piu di 20 residui.

11DDF.pcdlb: 100 % identity

Gl’aZieaqueStaOperaZionedi 11CDF.pdlb: 37.33 % identity

- )  11EET.pdb: Z6.4 % identity
ottimizzazione, vengono applicati  z1ExT.pdk: 26.4 % identity
| criteri dell’homology modelling.  #1NCF.pdb: 26.4 % ddentity
21THE.pdb: Z26.4 % 1dentity
11NCF.pdb: 26.4 % 1identity

Taget Jequence:
11DDF . pdb
11CDF . pdb
11EXT. pdb
21EXT. pdh
21NCF . pdh
21TNE. pdh
11MCF . pdb

Due diversi domini per
lamodellazione



Costruzione del pre-modeli

Viene lanciato il programma ProModll su tutti | templati trovati.
La sequenza delle operazioni svolte da ProModll offre, per ogni
templato, un modello strutturale ottimizzato della sequenza di
Interesse grazie agli alineamenti strutturali  generati  dal
programma SIM.

ProModII trace log for EBatch.l

SPDEV: Loading Template

SPDEV: Loading Raw Sedquence

2PDEV: Generating Structural LAlignment
SPDEV: Aligning Eaw Sedquence

SPDEV: BFefining Raw Sequence Allignment
SPDEV: Averaging Sidechains

SPDEV: Adding Missing Sidechains
SPDEV: Dumping Sedquence Lligrment
SPDEV: Dumping Preliminary HModel
SPDEV: Done.



Ottimizzazioni energetiche

Viene applicato Gromos96 ad ogni struttura modellata, per
valutare |’ affidabilita energetica del modello e per effettuarne la
minimizzazione entergetica.

Conversione  costruzione | N | Calcoli di
formati dellatopologia Aggiuntadegli idrogeni dinamica
omos96 trace|\log for Eatch. molecolare
MNoar Done.
MNoar Done.
MNoar Done.
MNoar Done.
MNoar Done.
MNoar Done.

Detection of —Bondz within batch
+33—-Bonds detection: #1: 91 <-»> 105
+33—-Bonds detection: #2: 66 <-> 81
+53%3—-Bonds detection: #3: /9 <-> 89
+53%3—-Bonds detection: #4: 25 <-> 44
+E3%3—-Bonds detection: #5: 47 <-> 63



Alla fine viene prodotto un file contenente tutte le strutture
utilizzate per la modellazione e la struttura incognita modellata
(TARGET), con tutti gli allineamenti strutturali.

| risultati, compresa tutta la lista delle operazioni svolte dai vari
programmi, vengono spediti via e mail e la struttura modellata s
presenta come un progetto di Swiss PDB Viewer (nomefile.pdb).

Eecord type Annotation
HEADEE. Header line.
TITLE Tzer-suppled title or SWISE-PEOT entry DE line.
EXPDTA Always THEORETTICAT MODEL.
JEIL Please site these references in casze of publication

EENMARE = BErief descoption of modelling method and mimmisation parammeters.

EEMAEE o Description of the templates used to buld the model

EENMARE 299 | Description of model sequence with respect to corresponding SWISS-PEOT entry.

SEOATT sequence alignment generated by ProhdodIL




La struttura modellata contiene anche informazioni riguardanti la
confidenza della predizione. Néll’ ultima colonnade record ATOM
del file PDB in genere sono contenuti i dati sulla mobilita dell’ atomo
ottenuta dai dati NMR o di cristallografia:

In questo caso il B-FACTOR non e sperimentale ma e ottenuto da
un'analis statistica della struttura modellata con tutti 1 templati
disponibili ed e legato a

1 - Numero dei templati utilizzati per il modelling
2 - Deviazione di posizione del modello dai templati

3 - Distancetrap (la soglia di distanza consider ata di
inattendibilita)



odelling reques Se sono noti degli allineamneti rifiniti a

s First h maode mano e sicuramente attendibili e possibile
<. alionment Interface > ytjljzzare I’ interfaccia con I’ allineamento
. ] LT oeC L) rmode

anzicheil first approach.

Viene chiesto di incollare un allineamento, che deve contenere al
suo interno la proteina da modellare e anche la strutturao le
strutture di riferimento. In questo modo |la modellazione parte da

UNO step successivo rispetto prima, saltando tutta la prima parte di
ricercadel templati e di allineamento.

Alignment Input Format: | CLUSTALW = Target sequence: [ECOLl x|

Paste your Aligment here:
B Template sequence: IECDU ~|EDB-Code] I hain-TT: I__

., Dacercare nel database EXPDB



Modelling requests: . : . .
I 1= Dopo un primo modelling, e possibile

+ First &pproach mode perfezionare a mano |’alineamento
% strutturale e salvarlo come progetto swiss-
Cptimise (project) mode ) i .
model in Swiss PDB Viewer.

Questo modo e il piu raffinato e il piu “pericoloso”: s utilizzano
solo gli strumenti di refining del server Swiss-Model, ma il modello
e sostenzialmente gia fatto, quindi se e sbagliato (es. allineamento
non corretto, templati sbagliati ecc.) rimarra sbagliato!

Da Swiss PDB Viewer e possibile lanciare direttamente una
richiesta di modellazione ottimizzata, data che I’ ottimizzazione
e possibilie con gli strumenti di modellazione fine del
programma. Anche in Optimize mode i risultati vengono spediti
viae-mail, e vanno riaperti in seguito.



Utilizzare Swiss PDB Viewer per il modelling

In generale, Swiss PDB Viewer viene
considerato un programma  per
valurate |la qualita di un modello
strutturale e per il manua refining
delle strutture.

In effetti pero e possibile iniziare e
portate a termine un progetto di
modellazione interamente, senza
utilizzare la versione on-line di
SWISS-MODEL.

In aternativa, s effettua il modeling
con il server e poi s apre il progetto
che arriva via email e s corregge a
mano.

Load Ba® Sequence to Model...
Load FaldFit Alignment. ..
Save FoldFit &lignment. ..

|gnore Selected &8 during modelling
Uze Selected &4 during modelling
Drraw Rezidues to |gnore az =

Set current layer as reference
Fove raw sequence into stuctune
Fove structure into raw zequence

Lock Selected Residues aof Model
Unlock Selected Rezidues of Model

Homa Multirmer Mode
Build Preliminany kModel
Save Optimize Model Job

W

W

Ilpdate Threading Dizplay Automatically

Ilpdate Threading Dizplay Maw
Auta Color by Threading Energy

Find Appropriate ExPdb Templates. .
Submit Modelling Request. .




Valutarela qualita del modello

1 - Osservareil r.m.s.d. tramodello e templato.

2 - Colorare tutto in base al B-factor (sec’e).

3 - Osservareil plot di Ramachandran.

4 - Selezionare gli amino acidi in collisione tra loro.

5 - Selezionare gli amino acidi in collisione con il backbone.
6 - Selezionare gli amino acidi con legami idrogeno impropri.
7 - Osservare le polaritadei residui esposti e sepolti.

8 - Calcolare |’ energia libera.
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M odificarela struttura del modello

Permette di modificare un residuo con un altro, ma
anche di cambiareil ROTAMERO dellacatena
laterale: in naturainfatti ogni residuo presentala catena
laterale in un certo numero finito di disposizioni
(rotameri) archiviate in unalibreria apposita.

Permette di modificare tutti gli angoli di legame del
residuo selezionato: se si cambiano gli angoli phi e ps
naturalmente sl sposta anche il backbone della proteinae
bisogna decidere se puo spostarsi I'N o il C terminale.

Per evitare gli spostamenti delle estremita s puo
rompere temporaneamente il legame peptidico, per pol
effettuare le modifiche e la nuovaligazione.



Perfezionamento ddll’ allineamento

Lafinestra Alignment mostral’ allineamento strutturale come e stato
generato dal server di modelling. E' possibile modificare
I” allineamento selezionando il residuo da spostere e

- spacebar/del: inserimento/rimozione di un gap
- freccia dx/sx: spostamento del residuo

Ogni modificad riflette anche sulla struttura.
Il plot riguardala“threading energy”, cioe un valore che indica quanto

e adatto il residuo astare in qudl’ intorno di residui.
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Ramachandran plot

Per ogni residui vengono plottati i rigpettivi psi su phi: solo certe
combinazioni sono permesse. Inoltre e possibile cambiare gli
angoli trascinandoli nel grafico. |l backbone della proteina cambial
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Riorientamento delle catene later ali

E’ possibileriorientare le catene laterali in termini di rotameri dal
menu Tools -> Fit Selected Sidechains

Fix Selected Sidechains Cluick and Drky

E zhausztive Search
Simulated Annealing

Quick and Dirty: mette il rotamero a minor score
Exaustive search: provatutti gli angoli possibili
Simulated annealing: non funziona

Lo score (clash score) di uno spostamento e calcolato secondo:
4 x numero di scontri traatomi del legame peptidico
+ 3 X numero di scontri con gli ossigeni del backbone
+ 2 X numero di scontri delle catene laterali
- numero di idrogeni
- 4 x numero di ponti disolfuro formati



Ponti idrogeno

Possono essere “facilmente’ localizzati osservando i tipi di atomi
eledistanzetradi essi. Di default viene assegnato un ponte
idrogeno se un donatore e un accettore si trovano tral.2 e 2.76 A
e con un angolo di 90° senon ¢’ él’idrogeno, tra2.35e3.2A e
120° se c’el’idrogeno.

O—~Hr——® © (&)
(A (&




Superimposizione delle strutture

L’ allineamento tridimensionale sl puo effettuare secondo vari criteri:

Fit B aw Seguence

H ealign Selection

agic Fit Chrl+d
Iterative Magid Fit S hift+Chrl+bd
E splare Fragpfent Altermate Fits

main Alternate Fits

Eit molecules [from zelection]

Improve Fit...

Calculate BkS... Chrl+D
Set Layer Std Dew. into B-factars

Generate Structural Alignment Clrl+z
Compress Gaps
Fezet Alignment

RMS & Auto Fit options x|

— lUse

¥ T [carbaon alpha) only
" Backbone atomz anly
" Sidechain atoms anly
™ All atoms

Lavers invalved:

|1a|:|s_ j Cancel |
[P Coli 1 =l

1 - Magic fit: Faun allineamento
pairwise con una PAM e pol adattale
strutture.

2 - Iterative: faun magic, pol un
Improve, poi minimizzal’r.m.s.d.

3 - Explore: non considera la sequenza
primaria, ma solo |le coordinate degli
atomi.

Le superimposizioni el’'r.m.s.d s
possono applicare a backbone, ai C-
afa, alle catene laterali o atutti gl
atomi...



Rimodellazione del loops

| Build
. ... Build Loop...
Stime pegaiori S fanno sulle Scan Loop Database. .

& zone piu mobili (i loops). Esistono pero delle banche
gl Oati dove sono scritti | vari modi di connettere strutture
secondarie. E’ possibile pertanto modellare | loops non
sulla strutture vecchia, masu un loop di questo
database (Scan). Inoltre e possibile minimizzare
I”energialibera del loop solo (Build).

Molto spesso nel modelli le

clash yoore: § Threading energy
N Campi di forza
; CA-C-N+ C-N+-Ci+t —— Deviazioni
7.88 B.7d
0. oo o.ano
a.aa o.aa

Cliccando sopratutti 1 possibili loops generati vengono ordinati
In base al criterio di sceltafatto, permettendo la scelta del 1oop.
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