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Ha muito tempo se sabe que estruturas tridimensionais de proteinas sdo determinadas por suas
respectivas sequéncias de aminoacidos, entretanto as possiveis regras que associam sequéncias a estru-
turas continuam em larga medida desconhecidos. A construcao de um algoritmo geral para predigao
ab initio de estruturas proteicas, isto é, uma metodologia que determine computacionalmente a estru-
tura nativa de qualquer proteina com base em sua sequéncia de aminoacidos, é possivelmente o maior
desafio tedrico atual da Biofisica computacional.

Esta tese parte da hipdtese inovadora de que a tnica informacao dependente de sequéncia necessaria
para se determinar a conformagao nativa de uma proteina é a distancia de cada um de seus atomos até
o centro geométrico da estrutura, uma medida que denominamos enterramento atémico. O objetivo
principal do trabalho é avaliar a aplicabilidade dessa hipdtese através da construgdo da primeira
versao de um método computacional para predicao ab initio que utilize os enterramentos como tnico
intermediario informacional entre sequéncia e estrutura proteica.

Nossa metodologia esta dividida em duas partes principais: a primeira descreve a construgdo de um
método computacional capaz de realizar predi¢goes de enterramentos atémicos a partir de sequéncias de
aminodcidos; a segunda trata de simulagées computacionais do enovelamento que utilizam as predigoes
obtidas na primeira parte para obter estruturas tercidrias préximas a nativa para algumas proteinas
selecionadas.

O método computacional que foi desenvolvido neste trabalho para prever os enterramentos ato-
micos de proteinas a partir de suas sequéncias de aminoécidos é um algoritmo de aprendizado su-
pervisionado baseado em um modelo oculto de Markov (Hidden Markov Model - HMM). Anélises
informacionais realizadas sobre os resultados alcancados pelo HMM implementado revelaram que suas
predicoes sdo 6timas, no sentido de que elas sdo capazes de extrair praticamente toda a informagao

sobre enterramentos disponivel na sequéncia, de acordo com o modelo de dados adotado.
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Na segunda parte do trabalho, um método de dindmica molecular com um potencial simplificado,
que nao inclui nenhuma informagédo derivada da estrutura nativa e utiliza as predigoes de enterra-
mentos atémicos como base para o unico termo dependente de sequéncia do potencial, foi aplicado a
trés proteinas pertencentes a diferentes classes estruturais, selecionadas entre os melhores resultados
de predicao alcancados na etapa anterior. Nos trés casos, o algoritmo foi capaz de obter e distin-
guir a conformagdo nativa correta em simulagdes do enovelamento que partiram de conformagdes
completamente estendidas.

Os resultados obtidos demonstram que, ao menos para algumas classes de proteinas, os enterra-
mentos atdémicos podem de fato atuar como os unicos intermediarios informacionais entre sequéncia
e estrutura, fornecendo um novo arcabougo conceitual que esperamos contribuir para a compreensao
dos fundamentos do enovelamento proteico e para a investigagdo do problema da predi¢do estrutural

de proteinas.
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It has been long known that the three-dimensional structures of proteins are determined by their
respective amino acid sequences. The possible rules, however, that associate protein sequences to
structures remain at large elusive. The development of an ab initio general algorithm for protein
structure prediction, that is, a computational methodology that should be able to determine the
native structure of any protein from its amino acid sequence, is possibly the greatest theoretical
challenge of current computational biophysics.

The premise of this work is based on the innovative hypothesis that the only sequence-dependent
information needed to determine the native conformation of a protein is the distance of each of its
atoms to the geometric center of the structure, a measure we call atomic burial. Our main objective is
to evaluate the applicability of this hypothesis through the development of the first version of a com-
putational method for ab initio prediction that employs burials as the only informational intermediate
between protein sequence and structure.

Out methodology is divided in two main parts: the first part describes the construction of a
computational method to produce atomic burial predictions from amino acid sequences; the second
part refers to folding simulations that employ the previously obtained predictions to obtain tertiary
structures that are close to the native configuration for selected proteins.

The computational method that was developed in this work for atomic burial prediction from
amino acid sequences is a supervised learning algorithm based in a Hidden Markov Model (HMM).
Informational analyses performed on the HMM results revealed that its predictions are optimal, in
the sense that they are capable of extracting almost the totality of the information about burials that

is available in amino acid sequences, according to the data model that was adopted.
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In the second part of this work, a molecular dynamics method with a simplified potential, which
does not include any information derived from the native structure and employs atomic burial pre-
dictions as its only sequence-dependent term, was applied to three proteins belonging to different
structural classes, selected among the best prediction results achieved in the previous step. In all
three cases, the algorithm was capable of obtaining and distinguishing the native conformation in
folding simulations that started from fully extended conformations.

The results achieved in this work demonstrate that, at least for some protein classes, atomic
burials are in fact able to act as the sole informational intermediates between sequence and structure,
providing a new conceptual framework that we expect to be able to contribute for our knowledge of

the fundamentals of protein folding and to the problem of protein structure prediction.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Problema a ser tratado

Esta tese de doutorado tem como tema principal a proposicdo de uma nova abordagem para o estudo
de alguns aspectos do chamado problema do enovelamento proteico. De acordo com uma revisao
recente publicada por Dill e MacCallum?, esse problema consiste principalmente na busca & soluciao

de algumas questoes basicas, entre as quais se incluem:

1. Qual é o cbdigo fisico através do qual sequéncias de aminodcidos determinam a estrutura nativa

de proteinas?

2. E possivel desenvolver um algoritmo computacional que seja capaz de prever estruturas de

proteinas a partir de suas sequéncias?

O ponto de partida deste trabalho é a proposicdo de uma possivel resposta a primeira pergunta,
com a apresentacdo da hipotese de que a linguagem do enovelamento consiste em uma codificacdo,
na sequéncia, da distancia fisica de cada atomo da proteina ao centro geométrico de sua estrutura
nativa, uma medida que denominamos enterramento atéomico. Essa hipdtese serd validada através da
construgao de uma metodologia computacional que tem como objetivo final prever estruturas proteicas
a partir de sequéncias de aminoacidos, configurando uma abordagem inovadora que acreditamos poder
acrescentar uma contribuicdo importante & eventual solucdo do segundo problema.

A metodologia geral do trabalho é dividida em duas partes (figura 1.1): a primeira consiste na
construgdo de um algoritmo para predicdo de enterramentos atéomicos a partir de sequéncias; a segunda,
no desenvolvimento de um método que seja capaz de empregar essas predigoes para obter e distinguir
estruturas nativas de proteinas em simulacées computacionais do enovelamento.

Esta introducéo parte de uma breve revisao sobre as forcas que estabilizam estruturas de proteinas

e em seguida discute o conhecimento atual sobre o cédigo do enovelamento. A definicdo precisa de
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Figura 1.1: Plano geral da metodologia proposta neste trabalho para predicao de estruturas proteicas
a partir de sequéncias.

enterramentos atomicos, tal como serd utilizada no restante do trabalho, serd apresentada e justificada
no contexto desses fundamentos. O capitulo conclui com uma discussdo do método de predicao de
estruturas proposto em comparacdo a outras abordagens conhecidas, seguida pela delineacdo dos
objetivos especificos do trabalho.

O restante da tese se divide em duas partes principais, refletindo a divisdo de tarefas empregada
pela metodologia. Os capitulos 2 e 3 tratam do problema de prever os enterramentos atéomicos a partir
de sequéncias de aminoacidos; os capitulos 4 e 5 descrevem o procedimento de simulacdo computacional
que serd utilizado para tentar determinar a estrutura nativa com o auxilio dos enterramentos preditos.

Por fim, o capitulo 6 apresenta as conclusdes gerais do trabalho e as perspectivas para o futuro.

1.2 Estruturas tridimensionais de proteinas

A primeira proteina a ter sua estrutura tridimensional determinada experimentalmente foi a mioglo-
bina, em 19582. O modelo revelado por este trabalho, embora de baixa resolucdo, foi suficiente para
que se percebesse que o enovelamento proteico produzia uma estrutura complexa, assimétrica e muito
mais irregular que aquelas preditas pelas teorias entdo vigentes. Hoje se sabe que a conformacéo
tridimensional especifica no espago de todos os atomos de uma proteina, conhecida como estrutura
tercidria ou estrutura nativa, é o fator caracteristico e determinante de sua fungdo bioldgica, uma
observacao que desencadeou o inicio dos estudos em biologia estrutural de proteinas.

O conhecido experimento de Anfinsen e colaboradores em 1963 demonstrou que pequenas protei-



nas, apos desnaturadas, sdo capazes de retornar espontaneamente ao seu estado nativo sem o auxilio
de quaisquer catalisadores. Este resultado estabeleceu que a estrutura nativa de uma proteina esté
no minimo global da energia livre acessivel da molécula e é determinada apenas por sua sequéncia de
aminodcidos. A elucidacdo de como exatamente ocorre a codificacdo da estrutura tercidria de uma
proteina em sua sequéncia ainda é um dos principais problemas nao resolvidos da biofisica molecular.

Em 1969, considerando todos os graus de liberdade das ligagdes covalentes de um estrutura pro-
teica, Cyrus Levinthal calculou que uma proteina pequena pode ser capaz de assumir uma quantidade

0390 conformacoes diferentes®. Se a proteina precisasse percorrer cada

tedrica de aproximadamente 1
uma dessas conformagoes aleatoriamente até encontrar a estrutura nativa, o processo de enovelamento
demoraria mais que a idade do universo. Uma vez que proteinas podem se enovelar em escalas de mili
a microssegundos, conclui-se que o processo de busca da estrutura nativa deve ser mais parecido com
uma busca direcionada que com uma série de flutuagoes aleatérias. Esta observacgao ficou conhecida
como o “paradoxo de Levinthal”.

O sistema formado por uma cadeia polipeptidica desnaturada interagindo com o solvente por meio
de ligacdes de hidrogénio tem, a principio, um ntmero de graus de liberdade muito maior que o de
uma proteina enovelada, caracterizando uma alta entropia conformacional que precisa ser compensada
pelo processo de enovelamento. A energia livre da proteina enovelada é apenas marginalmente mais
favoravel que a do estado desnaturado® e emerge como resultado de um balanco sutil entre forcas
poderosas com efeitos opostos. A contribuicdo entédlpica para a estabilizacdo do estado nativo vem de

interagoes internas entre dtomos nao ligados covalentemente, como pontes salinas e interagoes de van

der Waals. A contribuicdo entrépica vem principalmente do chamado efeito hidrofébico.

1.2.1 Interagoes nao-ligadas

Atomos pertencentes a cadeias laterais carregadas positiva ou negativamente podem atrair ou repelir
um ao outro durante o processo de enovelamento proteico, formando ligacdes eletrostaticas estaveis
conhecidas como pontes salinas.

Tons livres em solugdo sdo altamente solvatados, e a dessolvatacio dos grupos polares de cadeias
laterais acarreta em uma penalidade entrépica que ndo é compensada pela formagao de pontes salinas.
Por esse motivo, acredita-se que o efeito principal da formacao dessas interagoes seja o de conferir
especificidade & estrutura’, eliminando do espaco conformacional configuracoes estruturais proximas
a nativa que resultem em grupos polares livres em um ambiente apolar.

Em geral, pontes salinas localizadas em posicbes mais enterradas na proteina sdo mais bem con-

servadas na evolucao que aquelas mais expostas, mas em todos os casos, os residuos envolvidos fre-



quentemente sdo substituidos na evolucio por cadeias laterais hidrofébicas®.

Forca de van der Waals sdo interacoes nao-covalentes que ocorrem entre moléculas eletricamente
neutras que formam dipolos permanentes ou induzidos. A alta compactacao da estrutura de proteinas
globulares faz com que esses contatos ocorram em grandes nimeros no interior da molécula. Por
esse motivo, embora individualmente fracas, as interacoes de van der Walls tém um efeito conjunto

significativo na contribuicdo energética para a estabilidade estrutural de proteinas®.

1.2.2 O efeito hidrofdbico

A rede de ligacoes de hidrogénio que normalmente é formada entre as moléculas de dgua no estado
liquido é subitamente interrompida quando uma molécula apolar, incapaz de formar ligacées de hi-
drogénio, é adicionada ao meio. Essa interrupcao forca as moléculas de dgua a se organizem em um
envoltério regular ao redor do soluto, o qual pode se estender por varias camadas de moléculas, em
um arranjo que diminui desfavoravelmente a entropia total do sistema. Em proteinas, esse efeito é
suavizado quanto menor for o niimero de residuos hidrofébicos expostos ao solvente. O resultado é a
tendéncia universal em estruturas proteicas globulares de distribuir residuos com cadeias polares ao
longo da superficie, em contato com o solvente, enquanto aminodcidos com cadeias laterais hidrofébicas
se concentram no nucleo da proteina. Esse fendmeno é conhecido como o efeito hidrofébico.

A importéncia do efeito hidrofébico no processo de enovelamento foi sugerida primeiramente por
Kauzmann em um trabalho publicado em 195910, Neste artigo, Kauzmann observou que cada intera-
¢ao hidrofébica no nicleo da proteina implica na formagao de uma nova ligagdo de hidrogénio entre
um atomo da superficie proteica e outro do solvente e que a importancia da formacado dessa nova
ligagdo é necessariamente superior, por mais de uma ordem de magnitude, a qualquer possivel mu-
danga nas forgas das ligagdes de hidrogénio existentes. O autor também mencionou como evidéncias
da importancia do efeito hidrofébico as observagoes de que proteinas sdo desnaturadas por solventes
apolares e de que a estabilidade da estrutura decai ndo s6 com o aumento, mas também com a queda
da temperatura ambiente, de maneira consistente com o conhecimento de que solutos apolares se

tornam mais soliveis em dgua em baixas temperaturas %11,

1.3 O cédigo do enovelamento

Todas as estruturas de proteinas tém atributos conformacionais comuns, como a conformagao da
ligacao peptidica, a tendéncia a formacao de ligacbes de hidrogénio e as restricbes estereoquimicas
caracteristicas da topologia do polipeptideo. Esses atributos independem da sequéncia de aminoacidos

e funcionam como restrigoes ao espaco conformacional disponivel a estruturas proteicas em geral. De



alguma forma, entretanto, a sequéncia determina a estrutura especifica em que cada diferente proteina
se enovela. A expressao c6digo do enovelamento se refere ao mecanismo através do qual isso ocorre.

Até meados da década de 1980, acreditava-se que a principal informacao estrutural codificada
na sequéncia de aminoacidos seria o padrao de interagoes na cadeia principal da proteina, isto é os
angulos ¢ e 9 e as ligacoes de hidrogénio que originavam as estruturas secundarias'?. De fato, exis-
tem padroes conhecidos que associam os diferentes aminodcidos a preferéncias especificas de formagao
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de estruturas secundarias >, e é possivel prever essas estruturas a partir da sequéncia com razodvel
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grau de precisao Entretanto, mesmo um conhecimento perfeito da estrutura secundaria é insu-

5 0 que torna implausivel que

ficiente para que se determine a estrutura nativa de uma proteina1
essa informagdo constitua o cerne do cédigo do enovelamento. Outro problema com hipdteses para
o codigo do enovelamento que enfatizam as intera¢des responsaveis por estruturas secundarias é que
elas sdo incapazes de explicar como os angulos ¢ e ) podem assumir valores distintos para a mesma
sequéncia de aminodcidos de maneira dependente do solvente ou da temperatura, nos estados nativo
e desnaturado'?.

O efeito hidrofébico, embora tivesse um papel conhecido no enovelamento proteico desde os traba-
lhos de Kauzmann em 1959, foi visto durante muito tempo como uma forca que apenas auxiliava no
colapso da macromolécula, mas ndo tinha um papel mais importante na determinacdo de estruturas
terciarias especificas 2.

Nos anos 1980, com o desenvolvimento de modelos simplificados de estruturas proteicas para fins
de estudos de mecanica estatistica, foi possivel comegar a investigar de maneira quantitativa questoes
que modelos atdémicos detalhados nao conseguiam responder. Destes modelos simplificados, o mais
conhecido é o modelo HP, no qual aminoacidos sdao representados por esferas pertencentes a apenas
um de dois tipos (polar ou hidrofébico), conectadas por ligagdes de comprimento fixo e restritos a
posicoes discretas em uma matriz de duas ou trés dimensoes.

Experimentos computacionais com modelos HP normalmente tentam encontrar estruturas que
maximizam o nimero de contatos entre residuos hidrofébicos para uma dada sequéncia. Essas simu-
lacbes sdo capazes de produzir enumeragoes completas do espago conformacional, o que permite que a
termodindmica do processo de enovelamento seja totalmente investigada!6. Os resultados destes ex-
perimentos trouxeram novas ideias sobre a formacao de estruturas proteicas, sendo a mais importante
delas a de que a hidrofobicidade é a forca dominante no processo de enovelamento.

Nessa nova visdo, a necessidade de se enterrarem os residuos hidrofébicos na posicao central da

proteina é o principal fator determinante da conformacao da estrutura nativa. O motivo pelo qual

apenas uma estrutura estéd codificada na sequéncia vem simplesmente do fato de que ha pouquissimas



maneiras de se enovelar uma proteina no espaco de modo a maximizar o nimero de contatos hidro-
fébicos formados em seu nicleo!!. Entéo, ao invés de haver uma relacdo mais ou menos direta entre
aminodcidos e angulos diedrais, as estruturas secundéarias nesse cendario seriam formadas simplesmente
como uma consequéncia do colapso determinado pelo padrao de residuos polares e hidrofébicos. Uma
das maneiras mais fundamentais como isso ocorre pode ser observada nos frequentes exemplos de
a-hélices e folhas [ anfipaticas, nas quais uma das faces da estrutura se encontra exposta ao solvente
e a outra, protegida dele”.

Uma importante evidéncia do protagonismo das interagoes hidrofébicas no processo de enove-
lamento vem da observacao de que proteinas normalmente conseguem manter sua estrutura apds
mutacoes aleatérias que envolvem substituicoes de um residuo hidrofébico por outro!”. Além disso,
experimentos mostram que sequéncias artificiais que retém o mesmo padrdao de aminoacidos hidrofo-

bicos e polares tendem a preservar um enovelamento comum #20.

1.4 Enterramentos atomicos

Este trabalho apresenta uma medida relacionada ao efeito hidrofébico que denominamos enterra-
mento atémico, definido simplesmente como a distdncia de cada dtomo da proteina ao centro geo-
métrico da estrutura.

Em um estudo anterior, Pereira de Aratdjo e colaboradores utilizaram o conceito de enterramen-
tos atomicos para construir um potencial de mecanica molecular para estruturas de proteinas cujo
minimo de energia se situa nas conformacoes em que os atomos se encontram em seus enterramentos

nativos?2!.

Utilizando esse potencial em combinacao com restri¢cdes estruturais gerais, sem o uso de
qualquer outra informacao derivada da estrutura determinada experimentalmente, foi possivel deter-
minar a conformagcado nativa correta para pequenas proteinas globulares em simulacbes que partiram
de topologias completamente estendidas. Esses resultados demonstraram pela primeira vez que, ao
menos para as classes de proteinas analisadas, enterramentos atomicos contém informacao suficiente
para a definicdo da estrutura nativa.

Em um trabalho subsequente??, proteinas foram divididas em niéimeros discretos de camadas con-
céntricas, de modo que cada camada contivesse 0 mesmo nimero de atomos (figura 1.2). Essa divisao
em camadas permite uma definicdo menos precisa de enterramento atémico, que consiste na simples
descricao de em qual camada cada atomo se encontra. Utilizando argumentos da teoria da informacao
de Shannon, a quantidade de informacao sobre os enterramentos necessaria para categorizar todos

os atomos da proteina dessa maneira foi estimada como sendo suficientemente pequena, a ponto de

ser codificdvel na sequéncia. Foi demonstrado, entdo, que os enterramentos assim definidos ainda séo



Figura 1.2: Uma proteina globular dividida em quatro camadas. A espessura das camadas é desigual,
porque a divisdo é projetada de modo que cada camada contenha o mesmo nimero de atomos.

suficientes para permitir a predi¢do da estrutura nativa completa em simulagdes computacionais.

Niveis de enterramentos atémicos, portanto, configuram um descritor de estrutura terciaria que
reune as propriedades de ser potencialmente previsivel a partir da sequéncia de aminoécidos e de poder
ser usado, mesmo quando obtido de maneira imprecisa, para levar a simulacdo computacional de uma
proteina a estrutura nativa. Tomados em conjunto, estes resultados indicam que o enterramento ato-
mico é um excelente candidato a atuar como intermedidrio em um processo de predi¢do de estruturas
de proteinas (figura 1.1).

Em uma analogia com a comunicacdo humana, os enterramentos podem ser vistos como corres-
pondentes a linguagem na qual as estruturas tercidrias estdo codificadas na escrita dos aminodacidos.
Nessa perspectiva, a decodificagdo da mensagem requer primeiro que os enterramentos sejam lidos a
partir da sequéncia, de maneira analoga a uma leitura de fonemas a partir do texto escrito, e entéo
que essa informagao seja combinada com restri¢bes estruturais independentes de sequéncia, andlogas

as regras gramaticais das linguagens humanas, para se chegar & estrutura nativa??.

1.5 Modelagem computacional de estruturas

Aproximadamente metade das sequéncias de proteinas conhecidas tem uma relacdo detectavel com a
éncia de al trut j4 foi determinad imentalmente?3 do este &

sequéncia de alguma estrutura que ja foi determinada experimentalmente=’. Quando este é o caso para

uma nova proteina cuja estrutura se deseja conhecer, as estruturas homoélogas podem ser utilizadas

como referéncia em um processo computacional de predigdo. Métodos que seguem esse principio sao



conhecidos como técnicas de modelagem por homologia.

A primeira etapa de um um processo de modelagem por homologia é a busca de estruturas conheci-
das (chamadas moldes) relacionadas a proteina-alvo. A sequéncia da proteina-alvo é entéo alinhada as
dos moldes, de modo a encontrar as regides-chave de onde serao extraidas as informagoes estruturais
utilizadas para construir o modelo. A precisdo de uma estrutura gerada por métodos de homologia
estd largamente relacionada a porcentagem de identidade de sequéncia que ela tem com os moldes
usados. Com o uso de sequéncias-molde com identidade de ao menos 50% em relagdo a sequéncia-
alvo, j4 é possivel obter modelos com precisao de até 1A24. O software de modelagem por homologia
mais comumente utilizado atualmente é o MODELLER?%, cuja metodologia se baseia na busca pela
satisfagdo de restrigoes espaciais derivadas do alinhamento da estrutura-alvo com os moldes dados.

Quando nao ha estruturas homologas conhecidas para a sequéncia que se deseja prever, a predicao
de estruturas precisa partir apenas da sequéncia de aminoacidos dada e do conhecimento acumulado
sobre estruturas de proteinas em geral, para se chegar o mais préximo possivel da estrutura nativa. Este
é o problema conhecido como predicdo ab initio de estruturas de proteinas, um dos temas principais
deste trabalho, e um dos maiores desafios atuais da biofisica computacional.

Métodos computacionais para predicdo ab initio de estruturas podem ser classificados em duas
categorias principais: métodos baseados em fisica, que tentam simular da maneira mais precisa pos-
sivel as forcas que atuam em sistemas bioldgicos durante o processo de enovelamento, e métodos
baseados em conhecimento (knowledge-based), que utilizam informacoes obtidas a partir de bancos de
dados de estruturas conhecidas para construir algoritmos ajustados por meio de pardmetros derivados
estatisticamente.

Desde 1994, o principal indicador global de progresso na area da predigdo ab initio tem sido o
CASP2 (Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction — Avaliagdo Critica de
Técnicas para Predicdo de Estruturas de Proteinas), um evento bienal descrito pelos organizadores
como um experimento que visa avaliar a qualidade da performance dos métodos de predi¢ao propostos
pela comunidade cientifica. A cada edicdo do CASP, um conjunto de proteinas é selecionado, cujas es-
truturas ja foram determinadas experimentalmente, mas ainda nao divulgadas. Grupos participantes
empregam seus métodos para tentar prever as estruturas nativas a partir das sequéncias de aminoa-
cidos correspondentes, e os resultados destas predi¢des sdo posteriormente comparados com os dados
experimentais. As publicacoes resultantes dos experimentos CASP procuram destacar tanto os melho-
res avangos nas metodologias empregadas, quanto os principais gargalos que impedem o progresso na
area, de modo a orientar o foco do desenvolvimento de futuros estudos.

No primeiro experimento CASP, dominado por abordagens baseadas em fisica, nenhum dos mé-



todos avaliados foi capaz de gerar modelos préximos as estruturas nativas para qualquer proteina

que ndo tinha estruturas homologas conhecidas?S.

Os eventos seguintes testemunharam melhorias
progressivas nos resultados, até que, na sexta edigdo, em 2004, a maioria das proteinas com menos de
100 residuos ja tinham entre os resultados apresentados modelos que pareciam bastante proximos as

estruturas experimentais em uma inspecio visual?7.

1.5.1 Rosetta

O avango mais significativo na qualidade das predi¢ées em eventos CASP se deu na terceira edicao,
em 1998, com a introducido do programa Rosetta?®. Empregando uma abordagem inovadora baseada
em conhecimento, ou seja, que faz amplo uso de informagoes estatisticamente derivadas de bancos de
dados de estruturas conhecidas, o Rosetta foi o primeiro método de predi¢do proposto a ser capaz de
resolver a estrutura de pequenas protefnas com enovelamentos completamente novos?2’.

O Rosetta representa estruturas de proteinas utilizando um modelo simplificado que inclui apenas
os atomos pesados da cadeia principal e o C[3 da cadeia lateral. Os comprimentos e dngulos formados
pelas ligacOes covalentes sao fixos, e os tinicos graus de liberdade da estrutura sdo os angulos diedrais
da cadeia principal.

O primeiro passo do algoritmo de predicao implementado pelo Rosetta é a geracdo de uma biblio-
teca de fragmentos de angulos diedrais da cadeia principal3’. Esses fragmentos, com comprimento de
trés ou nove residuos, sdo obtidos a partir de um banco de dados de estruturas conhecidas, utilizando
parametros ajustados de acordo com predicdes de estruturas secundarias realizadas em sequéncias ho-
mélogas & modelada?®. O algoritmo de busca consiste em uma simulacdo de Monte Carlo. Iniciando a
partir de uma conformagao estendida, a cada passo € selecionado aleatoriamente um fragmento local
da cadeia, cujos angulos torcionais podem ou nao ser substituidos pelos dngulos correspondentes em
um fragmento da biblioteca com sequéncia local similar.

A funcao potencial usada pelo Rosetta inclui termos considerados dependentes de sequéncia, como
os que modelam o efeito hidrofébico, pontes eletrostaticas, pontes dissulfidicas e estruturas de sequén-
cias locais, assim como termos independentes de sequéncia, que modelam a formacio e o empacota-
mento de estruturas secundérias, a orientacdo de componentes das folhas 3 e a repulsdo estérica3!.

Versoes mais recentes do Rosetta incluem uma etapa posterior de refinamento das estruturas,
utilizando um modelo que inclui todos os 4tomos da proteina. As operagoes empregadas durante essa
etapa consistem principalmente em ajustes finos e otimizagoes locais nos angulos da cadeia principal

e das cadeias laterais®2.



1.5.2 I-TASSER

Mais recentemente, um segundo método de predicdo baseado em conhecimento denominado
I-TASSER 3334 tem rivalizado com, e em muitos casos superado®?, os resultados obtidos pelo Rosetta.
Assim como ocorre com este, a primeira etapa do processo de predigao empregado pelo I-TASSER
envolve uma busca em um banco de dados de estruturas conhecidas. Ao invés de buscar fragmentos
locais, entretanto, o -'-TASSER procura nesta etapa identificar proteinas que possam ter um enovela-
mento global similar ao da proteina sendo predita. Essas proteinas tém as suas estruturas alinhadas
com a sequéncia-alvo utilizando informacoes derivadas de um alinhamento de sequéncias combinado a
medidas de similaridade de fragmentos locais e padroes de residuos hidrofébicos, assim como valores
preditos para estruturas secundérias, angulos de torcao e acessibilidade ao solvente?°.

No modelo simplificado de estrutura proteica adotado pelo I-TASSER, cada residuo é representado
apenas pelo C, e pelo centro de massa de sua cadeia lateral. A cadeia proteica é dividida em regioes
alinhadas e ndo-alinhadas aos moldes encontrados, sendo que as iltimas sdo modeladas em uma grade
ctibica, enquanto as primeiras ocupam posicdes livres no espago>”.

A etapa seguinte do processo de predicdo consiste na geracao de modelos completos da cadeia, atra-
vés da construgao de caminhos aleatérios entre os atomos C, que ligam os fragmentos continuos de
estruturas secundérias detectados para cada alinhamento. Esses modelos sdo submetidos a simulagoes
de Monte Carlo com um campo de forgas que inclui termos derivados de predi¢oes de estruturas secun-
darias e superficie acessivel ao solvente, assim como potenciais estatisticos que modelam correlagoes
entre contatos de curta e longa distancia®”.

As trajetérias resultantes desta primeira rodada de simulacoes sdo agrupadas em clusters, de acordo
com um critério de similaridade estrutural®®. Uma segunda rodada, entdo, é aplicada, partindo apenas
das conformactes pertencentes ao cluster mais populado. Essa segunda rodada tem como objetivo
principal remover colisdes entre atomos C, préximos no espaco e nao modifica significativamente a
topologia das estruturas. Ao final, a estrutura de menor energia é selecionada, e os atomos restantes

da cadeia principal e das cadeias laterais sdo adicionados ao modelo.

1.5.3 Modelagem fisicamente realista

M¢étodos de predicdo baseados em simulagoes fisicamente realistas normalmente sdo bem menos efi-
cientes, sob o ponto de vista computacional, que abordagens baseadas em conhecimento, como as
descritas acima. A adocdo de potenciais fisicos na simulagéo do enovelamento tem a vantagem concei-
tual de, a principio, possibilitar ndo apenas a determinacao da estrutura nativa final de uma proteina,

mas também uma reconstrucdo precisa da trajetéria adotada pelo sistema molecular durante todo o
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processo de enovelamento, algo que os métodos baseados em conhecimento nao sao capazes de obter.

Até recentemente, simulacoes fisicamente realistas de sistemas proteicos sé eram computacional-
mente vidveis para escalas tempo inferiores mesmo as requeridas pelas proteinas de enovelamento mais
rapido. Em 2008, entretanto, o desenvolvimento de um novo tipo de hardware pelo grupo de pesquisa
D. E. Shaw Research, com processadores especialmente otimizados para a execucdo de simulagoes
de dindmica molecular, permitiu que, pela primeira vez, simulagées fisicamente realistas do processo
do enovelamento pudessem ser realizadas em escalas de tempo de milissegundos, ou uma ordem de
magnitude mais rdpida que o anteriormente possivel®. Utilizando uma versio modificada do campo
de forca classico CHARMM®, o grupo pode usar essa tecnologia para, pela primeira vez, simular com
sucesso o enovelamento de doze proteinas de enovelamento rapido, chegando a estruturas idénticas as
nativas!.

Embora os resultados obtidos por esse estudo ndo possam competir com as predigoes de proteinas
novas e mais complexas, como as apresentadas pelos métodos que participam do CASP, sua principal
contribuicdo cientifica é a possibilidade de permitirem o estudo, pela primeira vez em nivel de detalhe

atomistico, dos detalhes dos mecanismos fisicos envolvidos no processo de enovelamento proteico??.

1.5.4 Meétodo proposto neste trabalho

O algoritmo de predigao ab initio proposto neste trabalho se encaixa na categoria dos métodos baseados
em conhecimento. No entanto, diferentemente das outras abordagens apresentadas, nosso método
se fundamenta em uma hipdtese muito especifica sobre a natureza da linguagem na qual estruturas
terciarias sao codificadas em sequéncias, fazendo uma separagao metodoldgica clara entre a informacao
derivada deste cddigo e as restrigdes estruturais gerais de proteinas.

Algoritmos como o Rosetta e o I-TASSER sao projetados de modo a tentar extrair o méaximo
possivel da informagao estatistica disponivel em bancos de dados de estruturas experimentais, com
uma metodologia que combina informacoes derivadas de varios sub-métodos diferentes para construir
potenciais complexos, ajustados automaticamente para cada sequéncia individual de aminoacidos a ser
predita, ao longo de diferentes etapas, com um foco pragmatico na obtencao de resultados finais. Por
causa dessa complexidade metodolédgica e da grande dependéncia de correlagoes estatisticas empiricas
na obtencao do resultado, a relacéo final entre a sequéncia de aminoécidos e a estrutura nativa continua
obscurecida, mesmo quando esses métodos sdo bem sucedidos em obter predi¢cdes com alto grau de
precisao.

Nossa proposta, por contraste, parte de uma hipdétese simples a respeito da natureza do cédigo do

enovelamento, a de que a tunica informacao estrutural codificada nas sequéncias de aminoacidos sdo
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os enterramentos atémicos. Consequentemente, a relacdo entre sequéncias e enterramentos é a inica
informagao estatistica obtida a partir de bancos de dados de estruturas conhecidas. Ao invés de usar
um potencial com um grande ntimero de parametros ajustéveis, de modo a modelar o maior nimero
possivel de correlacdes entre sequéncia e estrutura, nosso algoritmo emprega um potencial o mais
simples possivel, cujo inico termo dependente de sequéncia consiste em uma modelagem da tendéncia
de cada atomo a permanecer em sua camada de enterramento predita. Conforme serd discutido
no capitulo 4, todos os outros termos do potencial independem de qualquer informagao derivada
estatisticamente e tém como objetivo modelar o menor ntimero possivel de interacées independentes
de sequéncia requeridas para manter a topologia de uma estrutura nativa.

O grau de sucesso obtido por um método construido de acordo com esses principios podera ser
tracado diretamente a hipétese que o fundamenta. Este trabalho representa o primeiro passo na
construcdo do que esperamos poder vir a se tornar futuramente uma metodologia completa para a
predicdo ab initio de estruturas de proteinas. As predigoes estruturais resultantes desse método, se
bem sucedido, representardao ndo apenas a obtencao de resultados finais pragmaticos, mas a validagao
de hipéteses fundamentais a respeito da natureza do mecanismo de codificacdo de estruturas nativas

em sequéncias de aminoacidos.
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1.6 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é estudar a hipdtese de que enterramentos atémicos codificados
na sequéncia podem ser a unica informacado dependente de sequéncia necessaria para determinar
a estrutura nativa de proteinas. Para esse fim, serd construido um método ab initio de predicao
de estruturas proteicas em que os enterramentos formam o tnico intermedidrio informacional entre
sequéncia e estrutura.

Embora a construcao de um algoritmo completamente generalizdvel para a obtencao de resultados
de predicao esteja além do escopo deste trabalho, esperamos que a metodologia aqui proposta possa
servir como a primeira validacdo de uma abordagem inovadora para o problema.

A contribuicdo mais imediata pretendida por este trabalho é a de propor e validar um novo
arcabougo conceitual para o problema do cédigo do enovelamento. Em longo prazo, esperamos também
que a metodologia proposta possa servir como o primeiro passo para a construgao de um futuro método
de predicao que seja competitivo com as abordagens baseadas em conhecimento existentes.

A estrutura deste projeto se divide em duas partes principais, com os seguintes objetivos:

1. Predicao de enterramentos atémicos a partir da sequéncia de aminoacidos.

1. Desenvolver um algoritmo de predi¢ao de enterramentos atomicos a partir de sequéncias de

aminoacidos.

2. Avaliar a qualidade do algoritmo desenvolvido de acordo com parametros da Teoria da

Informacao.

3. Construir um banco de dados de predi¢oes de enterramento, o qual possa ser usado como

base para a selecdo de proteinas para simulacao.

2. Simulagdo do enovelamento proteico com potenciais dependentes de sequéncia derivados da

predicdo de enterramentos atomicos.

1. Obter um potencial de enterramento atémico derivado de predigoes realizadas a partir da
sequéncia e estudar a melhor maneira de utilizd-lo em conjunto com potenciais indepen-

dentes de sequéncia.

2. Realizar simulacoes ab initio de modelos geometricamente realistas de proteinas, utilizando

os potenciais desenvolvidos.

3. Avaliar o comportamento das simulacoes e dos resultados obtidos.
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Capitulo 2

Predicoes de enterramento e analise

informacional

Este capitulo inicia a primeira parte deste trabalho, que tem como objetivo principal o desenvolvimento
de um algoritmo computacional capaz de prever enterramentos atomicos a partir de sequéncias de
aminodcidos. A maior parte da metodologia e dos resultados descritos a seguir foram publicados pela
primeira vez no ano de 2012 em um artigo na revista Bioinformatics*3, o qual é parte integrante desta
tese.

O algoritmo de predicdo de enterramentos implementado neste trabalho pertence a categoria co-
nhecida como algoritmos de aprendizado supervisionado, assim denominados porque sao capazes de
realizar predi¢cbes em novos conjuntos de dados apds passarem por uma chamada etapa de treina-
mento, na qual um modelo estatistico é construido com base em associagoes previamente conhecidas
entre os dados de entrada e o tipo de dado que se deseja prever??.

No nosso caso, a base de aprendizado do algoritmo é um banco de dados nao-redundante de cadeias
proteicas com estruturas determinadas experimentalmente e, portanto, com enterramentos atomicos
conhecidos, e o modelo estatistico construido é do tipo conhecido como Modelo Oculto de Markov
(HMM - Hidden Markov Model). A teoria geral que fundamenta os HMMs é descrita no apéndice 2.2
na pagina seguinte.

O capitulo inicia com uma breve descrigdo dos procedimentos usados na constru¢ao dos conjuntos
de proteinas empregados para treinamento e avaliacdio do HMM e segue com uma revisao geral do con-
ceito de Modelos Ocultos de Markov. Em seguida, o método de predicdo implementado é apresentado
e os resultados obtidos sdo discutidos por meio de estudos comparativos entre os valores informa-
dos pelo algoritmo e medidas informacionais estimadas para a relacdo observada entre sequéncias e

enterramentos em estruturas determinadas experimentalmente. A principal conclusdo que pode ser
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obtida a partir destas andlises é que o método de predi¢ao desenvolvido é capaz de recuperar quase a

totalidade da informacao sobre enterramentos atomicos disponivel em sequéncias de aminoacidos.

2.1 Conjuntos de treinamento e avaliagao

A base de dados usada neste trabalho partiu da lista de cadeias proteicas compilada pelo PDBSelect 4?
na versao de novembro de 2009. O PDBSelect é um selecdo de estruturas representativas extraidas
do Protein Data Bank (PDB)6, selecionadas de acordo com um critério que minimiza a ocorréncia
de pares de sequéncias com mais de 25% de identidade entre si.

Utilizamos quatro critérios adicionais para filtrar a lista fornecida pelo PDBSelect: foram excluidas
todas as estruturas que tivessem resolucio pior ou igual a 2.5A, que tivessem sido determinadas por
ressonancia magnética nuclear (ao invés de difragao de cristais em raios-X), que fossem descritas como
proteinas de membrana, ou que ndo atendessem a um critério de globularidade, conforme descrito por
Gomes e colaboradores?”. A lista de proteinas resultante estéd disposta no apéndice B na pagina 75.

Metade das proteinas desse banco foi aleatoriamente atribuida a um conjunto de treinamento,
utilizado para construir os modelos estatisticos do HMM; a outra metade constituiu o conjunto de

avaliacdo, para o qual todas as predigoes foram realizadas.

2.2 Processos de Markov e o Modelo Oculto de Markov (HMM)

Em varios campos das ciéncias e das engenharias, sdo encontradas varia¢des do problema de se tentar
extrair, através de métodos computacionais, a informacao oculta por tras de uma sequéncia de dados
observados. Exemplos incluem a determinacdo das sequéncias de fonemas que melhor explicam a
emissao de determinados padroes sonoros (reconhecimento de voz), ou a de quais letras tém a sequéncia
de tragos com a maior probabilidade de gerar uma imagem analisada (reconhecimento de caligrafia).
Situacdes como estas vém sendo modeladas e resolvidas com elevado grau de sucesso através de um
mecanismo conhecido como Modelo Oculto de Markov (Hidden Markov Model, ou HMM)48.

Na Biologia Estrutural e na Bioinformatica, HMMs tém encontrado aplicagoes em areas como a
busca de padroes de estruturas secundarias em proteinas, a construcao de alinhamentos multiplos de
sequéncias e a identificacdo de familias proteicas. A teoria que fundamenta os HMMs se baseia no
conceito de processos de Markov discretos. Um processo de Markov discreto é um sistema que, a cada
momento, pode estar em um determinado estado entre um conjunto preestabelecido de N estados
possiveis, movendo-se de um estado para outro a cada intervalo fixo de tempo. A caracteristica

distintiva de um processo de Markov é que o sistema sempre decide o proximo estado a ser visitado
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Figura 2.1: Exemplo de um processo de Markov com 4 estados. Cada circulo representa um estado,
as setas representam as transicoes entre os estados, e os nimeros, as probabilidades de cada transicao.
Por exemplo, uma vez que o sistema se encontra no estado B, ele tem uma probabilidade de 0.3 de se
mover ao estado C, uma probabilidade de 0.6 de se mover ao estado D, e uma probabilidade de 0.1
de se manter onde esté.
de acordo com um uma distribuicdo de probabilidades que depende apenas do estado em que ele se
encontra no momento, independentemente do caminho anteriormente percorrido. A Figura 2.1 mostra,
como exemplo, um HMM simples com 4 estados.

As probabilidades de transicdo que compoem um processo de Markov podem ser representadas
por uma matriz A = {a;;} com i,j < N, sendo que a;; representa a probabilidade de o sistema fazer

uma transicdo do estado i ao estado j. A Equacao 2.1 ilustra a matriz A correspondente ao sistema

disposto na Figura 2.1.
0 0 0

@)

04 01 0 0.7
0.6 0.3 08 0.3
0 06 02 0

Na modelagem de sistemas utilizando Modelos Ocultos de Markov (HMMs), supoe-se que existe um
processo de Markov como o descrito acima atuando por tras do sistema observado, com a caracteristica
adicional de que, cada vez que o sistema efetua uma transicdo entre estados, um simbolo visivel
é emitido, de um alfabeto predeterminado de M possiveis simbolos. A probabilidade de o sistema
emitir o simbolo k quando o sistema se encontra no estado j é dada pela distribuicdo de probabilidades
B = {bj(k)}, com1 < k < Mel < j < N. Deve ser definida também uma distribui¢do de
probabilidades de estados iniciais 7 = {m;}, com 1 < i < N, onde ; indica a probabilidade do
processo de Markov iniciar no estado <.

Em sistemas modelados por HMMs, tudo o que podemos observar diretamente é a sequéncia de
simbolos emitidos pelo sistema; as transi¢oes entre estados sdo opacas e normalmente correspondem

a informacao oculta que objetivamos extrair. Por exemplo, em sistemas de reconhecimento de voz,
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que sdo uma das principais aplicagdes conhecidas de HMMs, os simbolos emitidos correspondem aos
sons registrados (informagao observada), e os estados ocultos, as letras que representam os fonemas
correspondentes (informacao que se deseja extrair).

No sistema implementado neste trabalho, os simbolos emitidos sao as identidades de aminoacidos,

e os estados ocultos s@o sequéncias locais de enterramentos atomicos (figura 2.2 na pagina 19).

2.2.1 O Algoritmo Forward-Backward

Um dos problema fundamentais que podemos querer resolver com a aplicacio de HMMSs pode ser
formulado da seguinte maneira: dado o HMM definido por A = (A,B,7) e a sequéncia de dados
observados O = 010> ... O7p, qual é a sequéncia de estados Q) = q1g2 . .. gr em que cada estado ¢; tem
a maxima probabilidade de ter sido visitado no tempo t, durante a geracdo da sequéncia O7 Esta
pergunta pode ser resolvida através da aplicacdao do procedimento conhecido como forward-backward*®:

Considere a varidvel “forward” «a4(i), que descreve a probabilidade de o sistema se encontrar no

estado S; (sendo 1 < i < N) quando o t-ésimo simbolo observado tiver sido emitido:
(i) = P(0102... O, g = Si|\) (2.2)

ou seja, ay(i) é a probabilidade de se observar a sequéncia de simbolos 0103 ...0O;, sendo que, no
momento em que o ultimo simbolo é emitido, o sistema se encontra no estado .S;.

Para t = 1 é facil obter o valor dessa probabilidade pela simples multiplicacdo da probabilidade
inicial de cada estado S; pela probabilidade conhecida de o simbolo observado ter sido emitido naquele

estado:

al(z') = TI'ibz‘(Ol), 1 S 7 S N (23)

Para todos simbolos seguintes, entdo, basta considerar, por inducao:

N
a+1(J) = lz o (4) aij] bj(Ot1), 1<t<T-1,1<j<N (2.4)
=1

A varidvel “backward” funciona de maneira andloga: [(3;(i) representa a probabilidade de todo o
restante da sequéncia ser emitido a partir da posicdo ¢, uma vez que, nesse momento, o sistema se

encontra no estado S;:

ﬁt(l) = P(Ot+10t+2 e OT|qt = Sz,)\) (2.5)
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Para resolver esse caso, definimos que esta probabilidade é sempre 1 para o ultimo simbolo:
Br(i) =1, 1<i<N (2.6)
Entao, os simbolos anteriores podem ser resolvidos por indugao:
Zam (O441) Bes1(j), t=T—-1T-2,...,1,1<j<N (2.7)

Para qualquer valor ¢, entao, a varidvel oy (i) nos dé a probabilidade de, partindo do estado inicial, o
sistema se encontrar no estado S; quando o t-ésimo simbolo for observado e ;(i) nos da a probabilidade
de, uma vez que o sistema estd nesse ponto, observarmos o restante da sequéncia, até o tltimo simbolo.
Multiplicando os dois valores e normalizando as probabilidades, temos ;(i), que é a probabilidade o
sistema, estar em S; quando o {-ésimo simbolo for observado, considerando toda a sequéncias:

() By (1)
Sy (i) B (i)

V(i) = (2.8)

Como normalmente estamos interessados apenas em saber que valor de i maximiza (i) para cada

t, o denominador da equagdo 2.8 costuma ser ignorado nos calculos computacionais.

2.2.2 Metodologia de predicao

Foi desenvolvido para este trabalho um programa de predi¢do de enterramentos atémicos em camadas
a partir de sequéncias de aminoacidos, denominado HmmPred. O algoritmo implementado pelo
HmmPred é modelado a partir da generalizagdo do método de predicdo de estruturas secundarias
descrito por Crooks e Brenner em 2004'. O programa foi escrito em linguagem C++, e o cédigo-
fonte esta disponivel sob uma licenca de software livre na pagina do Laboratério de Biofisica Teérica

e Computacional®.

Duas observagoes estatisticas sobre cédigos do enovelamento formam a base do modelo de dados
empregado pelo HmmPred. Primeiramente, sabe-se que a correlagdo entre a identidade de aminoacidos
vizinhos em sequéncias proteicas é praticamente desprezivel, a ponto de, na pratica, sua distribuicao

poder ser considerada estatisticamente independente .

Por outro lado, é facil perceber que os en-
terramentos de aminoacidos pertencentes a mesma sequéncia local sdo fortemente correlacionados
entre si%%9: dados dois aminoécidos conectados por uma ligacao peptidica, pode-se esperar com con-

sideravel probabilidade que eles estejam enterrados na mesma camada ou em camadas vizinhas; a

*http://www.lbtc.unb.br/software/
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Figura 2.2: No HmmPred, cada estado corresponde a uma sequéncia de f — 1 simbolos, representando
o padrao de enterramentos discretos de um fragmento de aminoacidos. Cada simbolo é implementado
como um namero entre 0 e Ly — 1, onde Ly é o nimero de camadas em que a proteina foi dividida.
Cada estado tem apenas Ly sucessores possiveis. No exemplo desta figura, f =7 e Ly = 3.

Identidades de Aminodicidos (Q) @@@@@6{)@@@@@@(

2]1]1]1]0]0

A /
A\

Estado atual (4)

Enterramentos (Y) | 2 | 2

olo[1]1]..

A\ /
A\

Préximo estado (4)

\4
Fragmento atual (F(4,5))

Figura 2.3: A probabilidade de transicao de um estado ¢ para um estado j estd relacionada a proba-
bilidade de ocorréncia do fragmento Fj ;, que inclui ambos os estados (equagao 2.9).

probabilidade de que eles estejam separados por duas ou mais camadas é progressivamente menor.

No texto que segue, a palavra simbolo se refere a um elemento discreto pertencente a um conjunto
finito chamado alfabeto. O alfabeto de simbolos observiveis que podem ser emitidos pelo HMM
implementado corresponde ao conjunto Q@ = {x1, - ,XLo}, composto pelos 20 aminodcidos comuns
(Lo = 20), ou por alfabetos reduzidos que serdo vistos adiante. Adicionalmente, define-se um alfabeto
de varidveis ocultas Y = {y1,--- ,yr, }; no caso mais simples, Ly ¢ igual ao niimero de camadas de
enterramento em que a proteina é dividida, e cada y, representa a n-ésima camada. Outros possiveis
alfabetos para as variaveis ocultas serao discutidos adiante. Uma das entradas do algoritmo é f, que
especifica o tamanho do fragmento de residuos considerado no modelo (normalmente definido entre 3
e9).

Um estado do HMM ¢é formado por uma sequéncia de simbolos de enterramento. Cada estado
corresponde a uma sequéncia de f — 1, simbolos, para um total de T = (Ly)f —1 possiveis estados.
A probabilidade de transiciao entre dois estados reflete a frequéncia em que as duas sequéncias corres-

pondentes se sobrepoem no conjunto de treinamento. Por exemplo, para Ly = 3, f = 7, um estado
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que corresponde a sequéncia de enterramentos ¢ — [211100] tem apenas trés possiveis sucessores:
j1 — [111000], jo — [111001] e js — [111002] (Figura 2.2). Quando os estados i e j se sobrepoem,
definimos F; j como a sequéncia de f simbolos que abarca i e j (Figura 2.3). Neste caso, os valores

da matriz de probabilidades de transicdo A = {a;;} sdo dados por:

Qi = —F 5~ (2.9)

onde p (F; ), p(i) e p(j) sdo estimados por uma simples contagem de frequéncia das sequéncias cor-
respondentes no conjunto de treinamento. Para todos os pares 7,j que nao se sobrepoem, a;; = 0. As
probabilidades sao normalizadas de modo que, para todos os valores de i, _; a;; = 1.

As probabilidades de emissdo de observéiveis sio uma fungao das transigdes entre estados (e nao
apenas do estado em que o sistema se encontra, como ocorre na defini¢do tradicional de um HMM). A
distribui¢do de probabilidades de emissao é definida como B = {b;;(k)}, onde b;;(k) é a probabilidade
de que o simbolo k seja emitido quando o sistema se move do estado i para o estado j. Sendo Q e Y,
respectivamente, as sequéncias de simbolos de estrutura priméria e de enterramentos e h = (f —1)/2,

temos entao:

Ts Ts
bij(k) = D3 p(Qi=kYj_pirn = Fj) +p(Qi = k|Yy = F,jg11)) - Ps, Vvt (2.10)

i=1j=1
#1 #2

em que a o termo #1 se refere a probabilidade de que o simbolo k seja encontrado na sequéncia
primadria, desde que o fragmento de enterramentos F; ; esteja centralizado em sua posicao, e o termo
#2, a probabilidade de que k seja encontrado, dado apenas o simbolo de enterramento correspondente
a posicao central do mesmo fragmento. Ambos os termos sdo estimados a partir de contagens de
frequéncias no conjunto de treinamento. Ps = 20 é uma pseudocontagem. A inclusdo do termo #2
tem o efeito de permitir que b;;(k) seja estimado apenas a partir do simbolo central de F; j, quando
nao existem dados suficientes na amostra do conjunto de treinamento para que o valor seja estimado a
partir do fragmento completo (termo #1), algo que pode ocorrer principalmente como decorréncia da
saturacao de dados estatisticos no banco de treinamento, por exemplo, para tamanhos de fragmento
muito grandes ou para alfabetos mais complexos. As probabilidades sdo normalizadas de modo que
> 1 bij(k) =1 para todas as combinacoes de i e j.

A topologia descrita acima para o HMM e ilustrada nas figuras 2.2 e 2.3 é uma consequéncia direta
dos dois pressupostos anteriormente adotados: o fato de aminoécidos em proteinas serem distribuidos

de maneira estatisticamente independente justifica a escolha de os simbolos observaveis corresponde-
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rem a identidades de aminoacidos consideradas isoladamente; o fato de enterramentos serem correla-
cionados entre si justifica a escolha de estados do HMM corresponderem a fragmentos de simbolos de
enterramento vizinhos na sequéncia.

A etapa de treinamento do HmmPred consiste em utilizar as frequéncias encontradas no conjunto
de treinamento para definir todos os valores das distribui¢oes A = {a;;} e B = {b;;(k)}, conforme des-
crito acima. Em seguida, na etapa de predicdo, esses valores sdo utilizados como entrada no algoritmo
forward-backward, descrito anteriormente, para cada sequéncia de aminoacidos cujos enterramentos se
desejam prever.

A saida do forward-backward é uma série de valores ~.(i), que sdo as probabilidades de que o
sistema esteja no estado ¢ quando o simbolo observado na posicao t foi emitido, para todos os valores
vélidos de t e i. E importante ressaltar que ~¢(7) corresponde apenas ao estado individualmente mais
provavel para a emissio de cada simbolo, ndo sendo, por si 80, informativo da sequéncia de estados que
mais provavelmente gerou toda a cadeia de simbolos observados. Essa sequéncia poderia ser obtida a
partir de todos os valores (i) por meio de um procedimento recursivo conhecido como algoritmo de
Viterbi*®. Neste trabalho, como estamos interessados em maximizar o ntimero de residuos preditos
para as camadas corretas em cada posicdo, o que ndo necessariamente corresponde a sequéncia de
camadas mais provavel globalmente, o algoritmo de Viterbi ndo é utilizado.

Sendo que cada estado corresponde a uma sequéncia de enterramentos, e estamos interessados
apenas no enterramento mais provavel para a posicao central de cada estado, o passo final, é calcular
pt(y), a probabilidade de encontrar o simbolo de enterramento y na posigao central de um fragmento
de enterramentos que possa corresponder a posicao t. Este valor é encontrado através do somatério

das probabilidades de todos os valores de v;(i) em que a posigao central do fragmento i corresponde
ay:

Ts

pe(y) = > (7D | [ilhs1 =) (2.11)

i=1
onde [i] é a sequéncia de simbolos de enterramento correspondente ao estado i.
Enfim, para cada posicao t da sequéncia dada, o algoritmo prevé a correspondéncia de um simbolo

de enterramento y para o qual p;(y) tem o valor mais alto.

2.2.3 Alfabetos

O alfabeto de varidveis ocultas )Y é usado para construir os fragmentos que compdem os estados
ocultos do HMM e, portanto, define os tipos de dados que sdo reconhecidos pelo modelo na etapa de

treinamento e previstos a partir da sequéncia na etapa de predicdo. Este alfabeto pode ser construido
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de trés maneiras diferentes:

1. Alfabetos numéricos simples, em que cada digito representa uma camada de enterramento,
comegando em 0 (para duas camadas, Y = {0,1}; para trés, Y = {0,1,2}, etc...). Esse é o

alfabeto utilizado no exemplo das figuras 2.2 e 2.3.

2. Alfabetos que representam o enterramento do C, em camadas, mais o enterramento relativo do
Cfi (ou 0 oposto). Esta é uma maneira de representar a orientagao relativa da cadeia lateral. Por
exemplo, para duas camadas, podemos ter ) = {aoﬂT, aofy, a1,8¢,0415¢}, em que apy indica
um residuo em que o C, estd na camada 0 (mais interna) e o Cp estd menos enterrado que o

C

o

3. Alfabetos que combinam o enterramento com informagao sobre a estrutura secundaria. Por
exemplo, para duas camadas, temos )Y = {OH ,0F oL 1H 1P, 1L}, em 17 que representa um
residuo que se encontra na camada 1 (mais externa) e faz parte de uma o-hélice (H — o-hélice;

E — folha B; L — regido de loop).

E importante ressaltar que, mesmo quando se usam os alfabetos dos tipos (2) e (3) para o treinamento
do modelo, nenhuma informacao sobre a estrutura é fornecida ao algoritmo durante a fase de predigao.
Assim, por exemplo, no alfabeto mencionado no tipo (3), a saida do algoritmo pode ser lida nao apenas
como uma predicao dos niveis de enterramento de cada residuo, mas também como uma predicao de
estruturas secundarias, ambas obtidas apenas a partir da sequéncia.

Para o alfabeto de estrutura primaria, além da versdo completa com 20 letras, podem ser usadas
também duas simplifica¢oes: HP, em que os residuos sao classificados em apenas hidrofébicos (H) ou
polares (P) , sendo H={A, C, F, G, [, L, M, V, W, Y} e P={D, E, H, K, N, P, Q, R, S, T}; ou HPN,
em que residuos so classificados como hidrofébicos (H), polares (P) ou neutros (N), sendo N={A, G,

H, S, T}.

2.3 Avaliagao dos resultados

A qualidade das predigoes de enterramento realizadas por um método como o HmmPred pode ser
avaliada primeiramente através do cédlculo da proporc¢ao de residuos corretamente classificados (n.),

em relacdo ao nimero total de residuos avaliados (n):

A="e (2.12)

i
Essa medida, que denominamos acuracia, é o parametro mais simples e direto que pode ser
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Figura 2.4: Proporgao de residuos corretamente classificados para a predicdo em duas camadas. (a)
Predicao para C,; (b) Predicao para CB' Pontos vazios, semipreenchidos e preenchidos representam,
respectivamente, os alfabetos dos tipos 1, 2 e 3, descritos na se¢ao 2.2.3. Formatos diferentes ((J,0,A)
representam diferentes alfabetos de estrutura priméria, conforme legenda.

calculado para a avaliagdo de precisoes discretas, podendo funcionar como medida de comparagao
entre diferentes predigoes realizadas com representagoes similares de entrada e saida.

Para calculo dos erros estatisticos deste e dos outros pardmetros de avaliacdo que serdo apresen-
tados adiante, o HmmPred suporta que as predi¢oes sejam realizadas repetidas vezes através de uma
operacio conhecida em estatistica como bootstrapping®®. Na nossa implementacio, sdo realizadas 50
rodadas de predigoes, cada uma com um banco de treinamento reconstruido de modo que cada pro-
teina tenha um peso aleatério atribuido de acordo com uma distribuicdo de Poisson, com A = 1. O
desvio médio entre os resultados dessas repetigoes é usado como estimativa do desvio da amostra que
compoe o conjunto de treinamento em relagao a populacéo total de sequéncias da qual ele é derivado.

Os resultados obtidos pelo HmmPred foram inicialmente avaliados a partir de sua performance
na predicdo de enterramentos em duas camadas, pois este é o nlimero para o qual foi possivel obter
os valores mais precisos para as estimativas informacionais que serdo usadas como paradmetros de
comparacao. Mais adiante, a discussao sera estendida para predicoes realizadas com niimeros maiores
de camadas.

A figura 2.4 representa a acurdcia dos resultados obtidos para a predicao de C, (2.4-a) e Cp (2.4-
b), em fun¢do do tamanho de fragmento f para valores entre 3 e 9 (eixos horizontais). Os valores de
f sdo numeros inteiros; alguns pontos foram ligeiramente deslocados no eixo horizontal para facilitar
a visualizagdo.

Diferentes formatos de simbolo (O, O ,A) foram usados nessa figura para representar os diversos

alfabetos usados para codificar a estrutura primaria das proteinas (20 letras, HPN e HP, respectiva-
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mente). Em relagdo as varidveis ocultas usadas nos estados do HMM, simbolos vazios representam o
alfabeto simples de enterramento (tipo 1); simbolos semipreenchidos, o alfabeto que inclui a dire¢ao da
cadeia lateral (tipo 2); simbolos totalmente preenchidos, o alfabeto que inclui estruturas secundarias
(tipo 3). Omissoes no grafico para algumas pontos com f entre 7 e 8 correspondem a configuragdes em
que nao foi possivel realizar as respectivas predicoes, devido a limitagdes computacionais relacionadas
a quantidade de memoria requerida para execugao.

O primeiro padrao claramente visivel na figura 2.4 é o fato de que a acuracia de predicdo cresce
com o aumento do tamanho do fragmento, pelo menos até valores aproximadamente iguais a 6 ou 7.
Esse aumento é condizente com o pressuposto de que o contexto local dos enterramentos tem um papel
relevante no cédigo do enovelamento. O fato de a acuracia melhorar mais lentamente a partir do uso de
fragmentos maiores que 7 pode significar que este é o limite aproximado da informacgao local ttil sobre
enterramentos disponivel em sequéncias, ao menos quando se utiliza um banco de treinamento finito,
cuja disponibilidade de informagoes estatisticas pode se tornar saturada. Os melhores resultados de
predicao alcangados ficaram em torno de 67.5% e 68.5% para a predigao do enterramento de C, e CB’
respectivamente.

Comparando os trés alfabetos usados para representar a estrutura primaria, observa-se, como
esperado, que a representacdo em 20 letras produz a melhor acuracia, seguida pelas representagoes
HPN e HP. E notével, entretanto, que a diferenca de qualidade entre a representacdo com 20 letras e
a que utiliza o alfabeto HPN é menor que entre a diferenga observada entre os alfabetos HPN e HP.

Uma outra tendéncia observada em todos os casos dispostos na figura é que a qualidade de predigao
do enterramento de C[3 é consistentemente melhor que a do enterramento de C,. Possiveis razoes para
esse padrao serao exploradas na secao seguinte.

A comparacio entre alfabetos utilizados para as variaveis ocultas revela que ambas as variagoes
que incluem informagoes estruturais adicionais ao enterramento de um &tomo (tipos 2 e 3) produziram
valores de acurécia melhores que aqueles obtidos com apenas os enterramentos (tipo 1). O alfabeto
tipo 2 foi usado apenas nas predigoes com 20 letras, e seus resultados sdo sempre intermediarios aos

alcancados pelos tipos 1 e 3.

2.3.1 Analise informacional

A medida de acuracia dos resultados, embora possa ser estudada em uma andlise relativa da importan-
cia das diferentes dimensoes de pardametros do algoritmo, tem duas limitagdes importantes. Primeiro,
ela ndo permite fazer nenhuma avaliacdo sobre a qualidade absoluta dos resultados, isto é, indicar o

quao eficiente é o algoritmo, independentemente de seus parametros, em extrair a informacao sobre
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enterramentos que estd disponivel nas sequéncias. Em segundo lugar, a acuracia nao pode ser compa-
rada para predicoes realizadas com nimeros diferentes de camadas. Por exemplo, para uma predicio
em duas camadas equiprovaveis, A = 50% corresponde a um resultado ndo melhor que uma atribuigao
aleatéria de valores; o mesmo valor, entretanto, pode representar um bom resultado em uma predicao
realizada com quatro ou mais camadas.

Um tipo de dado mais esclarecedor que a acuracia, entdo, é fornecido por andlises baseadas na

Teoria da Informacao de Shannon®!

, as quais podem ser comparadas com limites superiores de quali-
dade derivados das relacoes observadas entre enterramentos e sequéncias em estruturas determinadas
experimentalmente.

O primeiro dos parametros de qualidade que podemos calcular dessa maneira ¢ a transinformacao
entre enterramentos reais e preditos, I(Y;Y(Q)), medida em bits*. Esta é a diferenca entre a entropia

simples H(Y') da sequéncia de enterramentos nativos Y e a entropia desta, condicional & sequéncia de

enterramentos preditos a partir da sequéncia @) de aminoéacidos, H(Y|Y(Q)) :
I(Y;Y(Q)) = H(Y) - HY[Y(Q)), (2.13)

Neste trabalho, chamaremos essa medida de informagao da predigao, pois ela pode ser in-
terpretada como uma medida do quanto da informacdo a respeito dos enterramentos codificados na
sequéncia o algoritmo é capaz de extrair. Uma vez que as camadas sdo equiprovaveis, a entropia
nao-condicional H(Y") é igual a simplesmente log, L, onde L é o niimero de camadas. De acordo com

a definigdo de entropia condicional, H(Y|Y(Q)) é dado por

HYY(Q) = > p(Y =nY(Q) =7) log, p(Y =n|Y (Q) =r) (2.14)

neyrey
onde p(Y = n|Y(Q) = r) representa a probabilidade condicional de que o enterramento real n seja
encontrado na estrutura nativa, dada o enterramento predito r. Esse valor corresponde simplesmente
a p(yn), ou seja, a probabilidade predita pelo algoritmo para o enterramento observado y,. Sendo o
fator p(Y = n,Y (Q) = r) necessédrio na equacao 2.14 apenas para normalizar as probabilidades, temos

entdo que ela é equivalente a:

M
HY|Y(@) = —7 > logpun), (215)
=1

onde M é o ntmero total de residuos no banco de dados.

*Para uma breve revisdo sobre as defini¢des de Teoria da Informacao usadas neste capitulo, ver o apéndice A na
pagina 73.
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Uma vez que o HMM trabalha com probabilidades para fragmentos de enterramentos, e ndo apenas
para posicoes individuais, também se pode considerar uma aproximagao para o calculo da densidade
de informacao da predigao, i(Y;Y(Q)), isto é, o quanto a informacdo da predi¢do aumenta, em bits,
para cada novo residuo considerado, quando ja se conhecem os enterramentos dos residuos anteriores.

Sendo YV uma sequéncia de N enterramentos:

I(YY;YN(Q))

(Y;Y(Q) = lim N
oIy YyNQ) - 1(vhYHQ)
- N -1

— b (Y) = by (YIY(Q))

_HYN) - HYY)
hy(Y) = N (2.16)
N|vN . 111

Uma vez que o enterramento predito, Y (@), é derivado da sequéncia de aminodcidos @, a de-
sigualdade do processamento de dados®? estabelece que a predicio da informacao I(Y;Y(Q)) nao
pode ser maior que a transinformagédo entre sequéncias e valores individuais de enterramento, 1(Y; @),
isto é, I(Y;Y(Q)) < I(Y;Q). De forma anéloga, para as respectivas densidades de transinformacao,
i(Y;Y(Q)) <i(Y;Q).

As figuras 2.5 e 2.6, formatadas de acordo com as mesmas convencoes da figura 2.4, indicam no eixo
vertical, respectivamente, o valor da predicao da informacao e da densidade de informacao da predicao
para os mesmos resultados apresentados anteriormente. Essas figuras indicam também, como linhas
horizontais adicionais, o valor dos limites superiores correspondentes I(Y; @) e i(Y; @), de acordo com
estimativas calculadas por Juliana Rocha®® como parte de uma dissertacio de mestrado desenvolvida
paralelamente a esta tese.

De maneira geral, os mesmos padroes anteriormente observados na andlise da acuracia sao con-
firmados por essas figuras. Além disso, elas trazem novas informagdes que podem ser usadas para
avaliar a qualidade geral dos resultados encontrados.

Primeiramente, analisaremos a figura 2.5, que mostra a informagao da predi¢do para os resultados
obtidos, assim como os limites superiores correspondentes estabelecidos por I(Y; Q).

O algoritmo de predi¢ao implementado neste trabalho parte de um modelo de dados que destaca
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Figura 2.5: Informacao da predi¢do da para duas camadas de enterramento. (a) Predi¢do para C;
(b) Predigdo para Cg. As linhas horizontais indicam /(Y @), o limite méximo da transinformacéo
entre a sequéncia de aminoacidos e cada posicdo de enterramento considerada isoladamente, isto é,
sem o contexto dos enterramentos vizinhos.

a importancia das correlages entre enterramentos de aminoacidos vizinhos, modelados como estados
ocultos compostos por sequéncias de simbolos de enterramento. As correlacées entre identidades de
residuos vizinhos sdo ignoradas, por serem consideradas estatisticamente irrelevantes. Uma vez que o
HmmPred utiliza correlagdes entre enterramentos vizinhos como parte fundamental de sua metodolo-
gia, podemos ver na figura 2.5 que ele é capaz de alcancar valores de informagao da predicdo entre 0.13
e 0.14 bits mais altos que os valores estimados para I(Y; @), principalmente para as configuragdes que
empregaram os alfabetos dos tipos 2 e 3 e para fragmentos de ao menos 6 ou 7 residuos. A superacio
desses limites confirma a importancia do modelo de dados adotado, pois ela implica que os resultados
do algoritmo sado superiores aos que poderiam ser obtidos por qualquer método de predicao que se
baseasse apenas em correlagoes individuais entre identidades de residuos e enterramentos.

Um indicador adequado para os limites superiores de predicao de um algoritmo como o HmmPred,
entdo, é dado pela densidade de informagao da predicao, i(Y;Y (Q)), isto é, a quantidade de nova
informacao sobre os enterramentos que pode ser extraida da sequéncia a cada novo residuo lido,
considerando o conhecimento dos enterramentos de residuos anteriores. De maneira analoga ao caso
anterior, os possiveis valores de i(Y;Y(Q)) sdo limitados teoricamente pelos valores estimados para
i(Y;Q), que é a densidade de transinformacao entre enterramentos e sequéncias.

Conforme mostrado na figura 2.6, os resultados do HmmPred se aproximam do valor estimado
para essa medida, dentro dos limites de erro. Esses resultados demonstram que o algoritmo é capaz
de extrair praticamente toda a informacio sobre enterramentos que esta disponivel na sequéncia de

aminoacidos, de acordo com o modelo adotado. Em outras palavras, nenhuma outra metodologia
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Figura 2.6: Densidade da informagao da predigdo para duas camadas de enterramento. (a) Predicao
para C,; (b) Predigdo para Cp- As linhas horizontais indicam i(@;Y), o limite méximo para a
densidade de transinformacao entre a sequéncia de aminoacidos e os enterramentos.

de predicao de enterramentos que partisse dos mesmos pressupostos estatisticos considerados pelo
HmmPred poderia, em principio, obter resultados melhores que os apresentados, independentemente
do algoritmo empregado. Nesse sentido, portanto, podemos dizer que o algoritmo de predi¢do imple-
mentado pelo programa é 6timo.

A comparacao entre os valores informacionais estimados e preditos para as predicoes de C, e C[3
também pode trazer algumas ideias sobre por que estes sdo preditos com acuricia consistentemente
maior que aqueles. A incerteza relativa de enterramentos vizinhos, expressa pela densidade de entropia
h(Y) ja é naturalmente mais alta para CB que para C,*3, provavelmente por consequéncia do fato
de que carbonos 3 sdo unidos na estrutura tercidria por um nimero maior de liga¢des covalentes. A
predicdo do HmmPred ainda reduz essa incerteza de maneira mais acentuada para C[5 que para C,,
resultando em uma maior densidade de predigao da informacao para estes dtomos* (figura 2.6), o que
se reflete também em resultados com melhor acuracia (figura 2.4).

O efeito hidrofébico, que promove a compactagdo da estrutura proteica e fundamenta o conceito
de enterramentos atomicos, é determinado por interacoes de atomos pertencentes a cadeias laterais.
Por esse motivo, é razoavel supor que estas tenham um papel importante no cé6digo do enovelamento
subjacente. Os resultados apresentados para o enterramento de CB corroboram essa hipétese.

Adicionalmente, a incorporagao de um descritor simples da orientacgdo de C[5 em relacao a C, nas

varidveis ocultas (alfabeto tipo 2), um procedimento que, como sub-produto, fornece também uma

*A densidade de informagdo da predicao é calculada como i(Y; Y (Q)) = h(Y)—h(Y|Y(Q)), sendo que h(Y) é estimado
a partir de correlagdes observadas no banco de dados e h(Y|Y (Q)) é calculado a partir das predigoes.
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Figura 2.7: Predicao da informacao, conforme resultados obtidos usando o alfabeto do tipo 1 e frag-
mentos de tamanho f = 7 para os estados do HMM, em duas ou mais camadas. O ponto com as barras
de erro na lateral de cada barra indica os valores estimados para a transinformacdo entre sequéncias
e enterramentos correspondente.

predicao dessas orientagoes, é capaz de melhorar a predicao do enterramento de C, quase tanto quanto
a incorporagao de estruturas secundarias (tipo 3) — utilizando, incidentalmente, apenas uma fracao
dos recursos computacionais.

Essas observagoes permitem concluir que nao apenas o formato da cadeia principal, mas também,
ao menos, a orientagdo relativa das cadeias laterais estd codificada na sequéncia de aminoacidos, e
que esta informacao precisa ser levada em consideragao por qualquer método proposto de predicao de
estruturas que pretenda utilizar enterramentos como intermediarios informacionais.

No trabalho publicado como parte desta tese®3, é discutida a ideia de que a quantidade de in-
formacao dependente de sequéncia necessaria para complementar as informagoes independentes de
sequéncia em um processo de modelagem de estruturas pode ser menor que aquela dada pelas esti-
mativas de densidade de transinformacao entre sequéncias e enterramentos reais usadas na figura 2.6.
Uma vez que o algoritmo desenvolvido e implementado neste trabalho é capaz de alcancar resultados
muito proximos a esses valores, segue-se que a qualidade de seus resultados pode ser suficiente para, a
principio, fornecer a quantidade de informacao dependente de sequéncia necessaria para conduzir uma
estrutura ao seu estado nativo em um procedimento de simulacdo computacional. Essa hipotese sera
testada no capitulo 4, utilizando também, em parte, os resultados que serdo descritos nas proximas

secoes.
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2.3.2 Numero de camadas

As predigoes discutidas até este ponto foram realizadas com as proteinas divididas em apenas duas
camadas. A figura 2.7 mostra a evolugdo dos resultados da informagao da predigdo quando niimeros
maijores de camadas sdo utilizados. A informacao da predicdo pode ser empregada nesta analise
porque, ao contririo de medidas de acuricia, ela fornece valores comparaveis entre diferentes alfabetos
de variaveis ocultas.

O fragmento utilizado para os estados do HMM nessa figura é o de tamanho 7, que é o maior valor
para o qual foi computacionalmente vidvel fazer a predicdo em até 6 camadas, utilizando o alfabeto de
enterramentos mais simples (tipo 1) e o alfabeto completo de 20 letras para a estrutura primaria. Pode
ser visto no grafico que a qualidade da predicdo aumenta até quando sdo usadas aproximadamente 4
camadas. Depois disso, o aumento da qualidade com o niimero de camadas parece atingir um teto. A
predicao de CB’ conforme ja havia sido observado para o caso de duas camadas, é consistentemente
melhor que a de C,,.

E esperado que a divisdo de uma proteina em um ndmero grande de camadas discretas de en-
terramento deva fornecer resultados mais tteis para a determinacdo de estruturas que uma divisdo
em apenas duas ou trés camadas. Esses resultados mostram que, além disso, o aumento no niimero
de camadas resulta em uma melhora da prépria qualidade da predicao. Essa observagao corrobora a
hipétese inicial deste trabalho de que a informagao codificada pela estrutura priméaria é um medida do
nivel do enterramento atémico, e ndo, por exemplo, uma simples biparticdo entre residuos expostos e

enterrados.

2.4 Consideragoes finais e préximas etapas

Este capitulo descreveu o desenvolvimento da primeira versao do HmmPred e discutiu a andlise in-
formacional dos resultados de predi¢ao obtidos com o método. A principal conclusdo dessa andlise é
a de que o algoritmo é capaz de recuperar praticamente toda a informagao sobre enterramentos que
esté disponivel em sequéncias de aminoécidos, de acordo com o modelo de dados adotado. Adicional-
mente, foram comparados os resultados decorrentes de diversas dimensoes de parametros de entrada
do algoritmo (tamanho do fragmento, ntimero de camadas e alfabetos de simbolos empregados), de
modo a encontrar as combinagoes de valores capazes de gerar os melhores resultados de predicéo.
Todos esses resultados serao uteis na continuacao desse estudo, que serd discutida no capitulo
seguinte e que tem o objetivo duplo de aprimorar alguns aspectos do algoritmo em relagdo a esta

primeira versdo e de utilizar o conhecimento adquirido até este ponto para construir um banco de
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dados padronizado de predicoes de enterramento. Este banco padronizado sera utilizado para a selegao
das proteinas que serdo empregadas na segunda parte desta tese, que terd como tema a realizacao de

simulacées do enovelamento proteico para a determinagdo ab initio de estruturas nativas.

31



Capitulo 3

Construcao do banco de predicoes e

selecao de proteinas

Uma vez construida a primeira versao do algoritmo de predicdo de enterramentos e estabelecida a
sua qualidade por meio de andlises informacionais, as préximas etapas da metodologia empregada na
primeira parte desta tese tém como objetivos principais o aprimoramento de alguns aspectos do modelo
de dados adotado pelo HMM e a construcao de um banco de dados de predigoes de enterramento.

Este capitulo descreve, primeiramente, os novos ajustes realizados em nossa metodologia de pre-
digdo apds a publicacido dos resultados descritos no capitulo anterior e como estes foram capazes de
melhorar a qualidade ou aplicabilidade de nossos resultados de predicao.

Em seguida, serdo apresentadas e justificadas as escolhas de pardmetros que levaram a construgao
de um banco de dados padronizado de predi¢des de enterramentos atémicos. A partir das predigoes
pertencentes a esse banco, trés proteinas, representativas de diferentes classes estruturais, foram sele-
cionadas para a aplicacdo das simula¢des do enovelamento proteico que serdo realizadas na segunda

parte da tese.

3.1 Aprimoramentos ao método de predicao

Trés aperfeicoamentos importantes foram realizadas em nossa metodologia de predigdo apds a publi-
cacdo dos resultados descritos no capitulo anterior. Os dois primeiros se referem a atualiza¢des no
nosso modelo de dados, com o objetivo de capturar mais precisamente durante a etapa de treinamento
alguns aspectos da relagdo entre enterramentos e sequéncias que nao foram modelados na versdo an-
terior. O terceiro é o desenvolvimento de uma metodologia para expandir as predigoes realizadas pelo

HmmPred, que, a principio, se referem a apenas um ou dois a&tomos por residuo, para todos os atomos
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da proteina.

Todas as predi¢oes discutidas neste capitulo partiram de bancos de treinamento extraidos a partir
de uma versdo mais atualizada que a anterior (de margo de 2012) da lista de proteinas compilada
pelo PDBSelect %>, com as mesmas restri¢des anteriormente aplicadas para a filtragem de estruturas
nao-globulares ou de baixa qualidade.

Outra modificagdo importante na metodologia de predicdo aplicada a partir deste ponto é que,
ao invés de dividir o conjunto de proteinas em dois subconjuntos, um para treinamento, e outro
para predicao, as predicOes passaram a ser realizadas para todas as proteinas do banco de dados,
utilizando, em cada caso, todas as outras proteinas do banco como conjunto de treinamento, com
excecao daquelas que tenham mais de 25% de identidade de sequéncia com a proteina sendo predita,
conforme calculado pelo programa Clustal®®. Esse passo adicional é importante porque, embora o
PDBSelect seja construido de modo a minimizar a ocorréncia de pares de proteinas com este grau de

identidade, sua metodologia nao exclui completamente a possibilidade de sua ocorréncia ocasional®.

3.1.1 Estados iniciais dependentes de posicao

O modelo de dados usado para a constru¢do do HmmPred parte do principio de que enterramentos
atomicos seguem uma distribuicao estatistica na qual a probabilidade de cada simbolo de enterramento
ser encontrado em uma dada posicdo depende dos enterramentos observados em posi¢oes adjacentes.
A primeira versao do HmmPred, descrita no capitulo anterior, assume implicitamente que nao ha de-
pendéncia entre essas probabilidades e a posicao absoluta do aminoécido correspondente na sequéncia.
Consequentemente, os enterramentos de residuos localizados nas extremidades da proteina sdo mode-
lados como seguindo a mesma distribuicdo de probabilidades daqueles localizados em qualquer outra
posicdo. Em termos das varidveis forward-backward*, as probabilidades a (i) e Sr(i) (em que T é o
indice do tltimo elemento) foram calculadas naquela versao a partir das distribui¢oes de frequéncias
dos estados em qualquer posicao das cadeias do conjunto de treinamento.

Uma modificacdo importante nesse modelo foi efetuada a partir da observagdo de que, em pro-
telnas reais, as extremidades da cadeia polipeptidica sdo encontradas mais comumente expostas ao
solvente que enterradas na estrutura. Para que as correlagdes estatisticas relacionadas a esse fato
pudessem ser aprendidas pelo nosso algoritmo de treinamento, foi adicionado ao HmmPred, através
de um parametro configuravel pelo usudrio, a possibilidade de calcular a4 (i) e fr (i) a partir das dis-
tribuicoes de frequéncias encontradas no conjunto de treinamento apenas para as posicoes localizadas

nas extremidades da cadeia.

*Apéndice 2.2, se¢do 2.2.1 (pagina 17).
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Figura 3.1: Comparacao entre os enterramentos nativos de C, e as predicoes realizadas com (a) a
primeira versdo do HmmPred, que ndo considera as posi¢oes absolutas dos residuos durante a etapa
de treinamento e (b) a segunda versao, em que os estados iniciais do HMM sao dependentes da posi¢ao
dos residuos em relagdo as extremidades da cadeia. Em ambos os graficos, a metade esquerda do eixo
horizontal representa os 10 primeiros residuos, e a metade direita, os 10 ultimos (sendo 7" o nimero
de residuos de cada proteina). O eixo vertical representa a camada média de enterramento de cada
posigao em quatro camadas (0,1,2,3), com os desvios-padrao indicados por barras verticais. Todos os
resultados foram obtidos com fragmentos de tamanho f = 6 e o alfabeto do tipo 2.
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Figura 3.2: Fracgao de residuos corretamente classificados para a predi¢ao de C, com os dois modelos
de dados discutidos, para tamanhos de fragmento f entre 5 e 7. Em todos os casos, é usando o alfabeto
de tipo 2, em quatro camadas.

A figura 3.1 compara resultados obtidos com ambas as versdes. A razao pelo qual a atualizagao do
modelo é de fato importante fica evidente no contraste entre os padrdes de enterramento observados e
preditos com o modelo antigo para os residuos localizados nas extremidades (figura 3.1-a): enquanto
proteinas reais tém uma clara tendéncia de localizar esses residuos nas camadas mais expostas ao
solvente, as camadas preditas tém uma média entre as posi¢des centrais da proteina e um desvio-padrao
que abrange a maior parte do intervalo de valores possiveis, nao fazendo, portanto, qualquer distingao
significativa entre o enterramento dessas e de outras posicoes da cadeia. A segunda versdo, por
contraste, captura um padrao mais consistente de enterramentos, com o nivel das camadas ligeiramente
superestimado em relagdo ao nativo, mas bem mais préximo deste que na versao anterior (figura 3.1-b).

Conforme indicado na figura 3.2, a fracdo de residuos corretamente classificados aumenta, em
média, em 1% com a aplicacdo do novo modelo. Esse aumento ocorre de maneira consistente para

tamanhos de fragmento f entre 5 e 7.

3.1.2 Treinamento dependente do comprimento de sequéncia

Predicoes realizadas usando todo o banco de dados como conjunto de treinamento também partem
de um pressuposto implicito, o de que as associacoes estatisticas entre identidades de aminoacidos
e as camadas preditas para seus enterramentos atémicos independem do tamanho de cada proteina.
Considerando, entretanto, a natureza de nossa definicio de camadas de enterramento, cujos limites
sdo dependentes do nimero de residuos da cadeia, é razoavel supor que os modelos aprendidos pelo

algoritmo podem se tornar mais precisos se cada processo de treinamento se restringir a analise de
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Figura 3.3: Fragdo média de residuos corretamente classificados quando o banco completo é usado
como conjunto de treinamento para cada proteina (primeiro grupo de barras, a esquerda) e quando sao
utilizados os sub-bancos classificados por comprimento da sequéncia de aminodcidos (demais grupos).
O nimero acima de cada barra indica o tamanho do fragmento f usado na definicdo dos estados do
HMM. Todas as predigoes foram realizadas em 4 camadas, com o alfabeto do tipo 2.

sequéncias com tamanhos proximos aos da proteina sendo predita.

Para estudar essa hipétese, foram produzidos cinco subconjuntos do nosso banco de dados, cada um
contendo apenas proteinas cujo niimero total de residuos esta limitado a um dos seguintes intervalos: 1-
80, 81-120, 121-160, 161-240 e 241-1000. A figura 3.3 mostra os resultados dessas predicoes, realizadas
com o tamanho do fragmento f variando entre 3 e 8. O primeiro padrao que se destaca nessa figura
é uma perceptivel melhoria da fracdo de residuos corretamente classificados pelo algoritmo para os
sub-bancos restritos a tamanhos menores, principalmente para os bancos de tamanhos 1-80 e 81-120.

Também é possivel perceber que a relagdo entre acuracia e tamanho do fragmento é dependente
do tamanho do banco: como consequéncia da saturacdo de informagoes estatisticas disponiveis para
combinagdes mais longas de simbolos em sequéncias de menor comprimento, o pico de qualidade tende
a ser atingido com valores de f menores nos primeiros bancos que nos demais. Considerando todas as
combinagoes testadas, os melhores indices médios de acuracia, em torno de 44%, foram obtidos para

f entre 5 e 6 no banco 0-80 e para f entre 6 e 7 no banco 81-120.

3.1.3 Predicao de todos os atomos

Conforme visto no capitulo anterior, a saida do programa HmmPred, é, para cada residuo ¢ da
sequéncia de entrada, uma distribuicdo de probabilidades p;(y), que define a probabilidade de cada
sfmbolo y € Y estar associado aquela posi¢do, onde ) é o alfabeto de variaveis ocultas. O simbolo

predito para cada posigdo é aquele para o qual pi(y) tem o valor maximo.
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O HmmPred, portanto, prevé apenas um unidade de informagao por residuo. Ainda que essa
informagao possa estar relacionada ao enterramento de mais de um atomo, como no caso do alfabeto
do tipo 2, que considera os enterramentos relativos de Cﬁ em relagao a C,, ela é, por si s6, insuficiente
para a determinacdo dos enterramentos dos outros atomos.

A predicdo do enterramento de todos os dtomos pesados de uma proteina para N camadas pode
ser efetuada através de uma extrapolacao simples realizada a partir das distribuigoes de probabilidade

dadas pelo HmmPred:
piW) = vy W)pa (1Y) (3.1)
y

onde p?(y') é a probabilidade do &tomo 4, de tipo atomico a, ser encontrado na camada y' € )’ =
{y1,--- ,yn}, de modo que >y pi(y') = 1; pyi)(y) é a probabilidade emitida pelo HmmPred de
encontrar o sfmbolo y € ) no residuo t(7), que inclui o dtomo i; p(y'|y) é a probabilidade de que o
4tomo a esteja na camada 1, dado que seu residuo correspondente estd associado ao simbolo y. Este
ultimo conjunto de probabilidades é calculado diretamente a partir de contagens de frequéncias no
mesmo banco de dados usado para o treinamento do HMM.

E importante ressaltar que os alfabetos )’ e ) sdo completamente independentes; enquanto o
primeiro é necessariamente um alfabeto simples em que cada simbolo corresponde a uma camada, o
segundo pode ser de qualquer dos tipos descritos na se¢ao 2.2.3 (péagina 21), associado a qualquer
nimero de camadas.

O script que implementa a equagdo 3.1 neste trabalho foi escrito por Diogo César Ferreira, como

parte de seu projeto de Iniciacdo Cientifica no Laboratorio de Biofisica Tedrica e Computacional.

3.2 Preparacao do banco de predicoes

Como parte dos preparativos para a segunda parte deste trabalho, é necessario construir um banco
de dados de predicoes de enterramento, a partir do qual serdo selecionadas estruturas para simulagao
do enovelamento.

Os parametros do algoritmo usados na construcido desse banco precisam ser escolhidos de modo a
simultaneamente maximizar a qualidade possivel das predi¢oes e manter a viabilidade computacional
de sua obtengdo. Em termos de recursos computacionais, o principal fator limitador das execugoes
do HmmPred sdo os seus requisitos de memoéria, decorrentes da necessidade de armazenamento dos
estados do HMM durante todo o processo de predi¢do. Os dados referentes a esses estados sao ar-
mazenados sob a forma de matrizes de tamanho LY, onde L é o ntimero de simbolos do alfabeto de

variaveis ocultas, e f, o comprimento do fragmento utilizado na defini¢do dos estados. Os resultados
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discutidos no capitulo anterior podem ser interpretados de modo a encontrar a combinacado desses pa-
rdmetros que permite maximizar a qualidade das predigGes, sem incorrer em custos de armazenamento
em memoéria desnecessarios ou impraticaveis.

Em relagao ao alfabeto de varidveis ocultas, as figuras 2.4-2.6 (paginas 23, 27 e 28) mostram
que os alfabetos de tipo 2 (que consideram a orientagdo relativa da cadeia lateral) e tipo 3 (que
consideram estruturas secunddrias) sdo consistentemente superiores aos alfabetos simples de tipo 1
(que consideram apenas o enterramento de um atomo do residuo). Embora o tipo 3 seja superior ao
tipo 2, a diferenca de qualidade é pequena para justificar o custo computacional envolvido em seu
calculo, que se torna proibitivo em algumas configura¢ées quando aplicado a um nimero de camadas
superior a duas ou trés. Por esse motivo, as predi¢oes usadas na construcao do banco de dados foram
todas realizadas com o alfabeto de tipo 2. Os resultados foram extrapolados para todos os dtomos
utilizando a metodologia descrita na secao anterior.

Foram utilizadas quatro camadas na definicdo dos enterramentos, pois este é o ntimero a partir
do qual as predigdes descritas na figura 2.7 (pagina 29) atingem o limite na melhoria de sua quali-
dade. Para as sequéncias de aminodcidos, foi empregado o alfabeto de 20 letras. Todas as predicoes
foram realizadas com a nova versao do HmmPred, que considera as porgoes inicial e final das cadeias
polipeptidicas de maneira distinta, com fragmentos de tamanho f = 6 para os estados do HMM e o
alfabeto de variaveis ocultas do tipo 2.

Por razoes planejadas de eficiéncia computacional das simulagoes e como resultado das analises
discutidas anteriormente, foi decidido que o banco de dados que serd utilizado para a selecdo de
proteinas para as simulacdes do enovelamento serd o subconjunto de estruturas com tamanho igual
ou inferior a 80 residuos, o qual totaliza 278 proteinas.

Essa combinagédo de pardmetros se aproxima do limite computacional disponivel em nosso labora-
torio e esta suficientemente préxima a combinacio ideal, de modo que possiveis melhorias obtidas com
o aumento de seus valores provavelmente nao alterariam de maneira substancial os resultados finais
obtidos.

A figura 3.4 mostra a distribuicdo da qualidade das predi¢oes aplicadas para cada proteina do
conjunto de predigoes resultante, de acordo com a medida da fracdo de residuos atribuidos & camada
correta (acurdcia). Este valor varia entre aproximadamente 25%, que equivale a uma distribuigao
aleatoria entre quatro camadas, até mais de 65%, com uma média de 44% e desvio-padrao de 7%.

Conforme também pode ser visto na figura 3.4, ndo ha correlagdo entre a qualidade da predicao de
uma proteina e a distribuicao de identidades de sequéncia entre ela e as demais proteinas do banco de

dados. A figura 3.5 mostra que, além disso, também néao hé correlagao entre a qualidade da predigao
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Figura 3.4: Distribuicao da qualidade das predigoes realizadas em um conjunto nado-redundante de 278
proteinas globulares com 80 residuos ou menos. Cada ponto ao longo do eixo horizontal representa uma
proteina. A curva na parte de cima do gréafico indica no eixo vertical a fracao de atomos classificados
nas camadas corretas pela predi¢do, com a média e o desvio-padrao indicados no centro da curva. Na
parte de baixo do grafico, o eixo vertical representa a fragdo de identidade de sequéncia de todas as
outras proteinas do banco de dados em relacdo a proteina correspondente. Estao indicados os valores
médios, desvios-padrao e valores maximos encontrados.
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Figura 3.5: Fracao de residuos que adotam conformacio em a-hélice ou folha § para cada uma das
proteinas do mesmo banco de dados utilizado na figura 3.4.
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Figura 3.6: Variagoes nos resultados da predigdo considerando apenas subconjuntos de d&tomos com
probabilidades maiores para as camadas preditas. (a) Valor da acuricia para cada conjunto de dtomos
cujo valor p(y,) estd acima de um certo patamar minimo; (b) Fracdo de d4tomos que atendem a cada
um desses requisitos.

e os tipos de estruturas secundarias formadas pelas proteinas do banco.

Pode-se observar, entretanto, que a acuracia das predi¢oes melhora quando se consideram apenas
as predicoes de enterramento que resultaram em probabilidades p(y,) para a camada predita maiores
que certos valores-limite. Conforme disposto na figura 3.6-a, a acuracia da predi¢do melhora um pouco
para p(y,) > 0,3, e mais expressivamente para p(y,) > 0.4 e p(y,) > 0.5 . Uma desvantagem prética
de se fazer essa filtragem, entretanto, é que cada um destes patamares diminuiu mais substancialmente
o nimero de dtomos disponivel para predi¢ao (figura 3.6-b). Além disso, é importante ressaltar que
essas variagbes médias na acurdcia dos resultados nao sdo suficientemente regulares para permitir
a estimativa da qualidade de acuracia de proteinas individuais apenas com base nas probabilidades
emitidas pelo algoritmo. Por esses motivos, nas predi¢oes descritas neste trabalho, todos os dtomos

sao utilizados, independentemente das diferencas de probabilidades associadas.

3.2.1 Selegcao das proteinas

Trés proteinas de diferentes classes estruturais, destacadas na figura 3.7, foram selecionadas no banco
de dados para um estudo das simulacdes do enovelamento: (1) a proteina efetora RxLR5® de Phy-
tophthora capsici, formada por quatro a-hélices (RePc); (2) a proteina G de estreptococos®®, formada
por uma a-hélice e quatro folhas 3 (ProtGSsp); (3) a proteina de choque frio Be-Csp®’, de Bacillus
caldolyticus (CsBc), constituida por um barril 8 de topologia nao trivial (tabela 3.1). A figura 3.8
mostra as estruturas nativas das trés proteinas selecionadas, coloridas de acordo com as diferencas

entre os enterramentos reais e preditos, em camadas. Nessa figura, fica evidente que a maior parte
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Figura 3.7: O banco de dados do qual foram extraidas as predi¢es de enterramento que serdo usadas
nas simulagoes. Cada ponto ao longo do eixo horizontal representa uma proteina. O eixo vertical
representa a fracdo de atomos atribuidos & camada correta, entre quatro camadas possiveis. As trés
proteinas selecionadas estao assinaladas em destaque.

, - . Cédigo Ntmero de
Proteina Descricao Topologia PDB aminodcidos
RePe Proteina efetora R,XL.:R. de Phytophthora o 38(X) 65
capsici.
ProtGSsp Proteina G de estreptococos. IS 3fil(A) 56
Proteina de choque frio Be-Csp de
CsBe Bacillus caldolyticus. a/f 1c90(A) 66

Tabela 3.1: As trés proteinas selecionadas para este estudo.

dos atomos preditos erroneamente para estas estruturas sdo atribuidos a camada vizinha a correta;
uma quantidade substancialmente menor é predita para uma posicao separada por duas camadas, e
poucos atomos sao atribuidos a camada completamente oposta a real (apenas 5 para CsBc, 3 para
ProtGSsp, nenhum para RePc).

Conforme discutido anteriormente, essas predi¢oes foram obtidas utilizando conjuntos de treina-
mento dos quais se eliminou, antes de cada predi¢ao, todas as sequéncias com 25% ou mais de identi-
dade com a protefna sendo predita, de acordo com o calculo realizado pelo programa Clustal®?. Em
relagdo as 3 proteinas selecionadas, o banco de treinamento ja ndo continha nenhuma outra sequéncia
com mais de 20% de identidade, e a tabela 3.2 mostra que os resultados nao seriam substancialmente
alterados mesmo que o limite fosse reduzido até 10%. Apenas a eventual reducio do limite de iden-
tidade ao patamar de 5% seria capaz de reduzir a acuricia de duas das trés proteinas para valores
ligeiramente menores que 50%. Ainda assim, como mostra a tabela 3.3, essa diminui¢do na qualidade

ainda poderia ser atribuida simplesmente ao fato de que este valor reduziria o banco de treinamento
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(a) RePc (65 aa), 56%

Figura 3.8: Estruturas das trés proteinas selecionadas, coloridas de acordo com a diferenca entre
a camada de enterramento predita e a camada real para cada dtomo. As cadeia principais estao
representadas de acordo com os valores para C,. Nas figuras da direita, também estao indicados os
atomos das cadeias laterais. Acima de cada par de figuras, estdo assinalados o nimero de aminodcidos
e a porcentagem de dtomos corretamente preditos para a proteina correspondente.
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a uma pequena fracdo do seu tamanho original.

| Protena | 25% | 20% | 15% | 10% | 5%
CsBe 55.98% | 55.98% | 56.37% | 54.25% | 49.81%
ProtGSsp | 55.71% | 55.71% | 56.18% | 57.11% | 46.15%
RePc 56.00% | 56.00% | 56.38% | 59.05% | 59.81%

Tabela 3.2: Porcentagem de residuos corretamente classificados por predi¢bes em que diferentes
valores-limite de identidade de sequéncia sdo usados para eliminar proteinas do conjunto de trei-
namento.

| Proteina [ 25% | 20% [ 1% | 10% | 5% |
CsBce 0 0 7 54 211
ProtGSsp 0 0 4 63 233
RePc 0 0 5 44 198

Tabela 3.3: Quantidade de sequéncias eliminada do banco de dados apds a aplicacdo de cada valor-
limite para a identidade de sequéncia maxima no conjunto de treinamento. O banco original contém
278 proteinas.

Essas andlises demonstram, portanto, que as trés proteinas escolhidas tém valores de acuracia que
as situam no grupo das proteinas com melhores resultados de predi¢do em nosso banco de dados e que
esses resultados nao sdo decorrentes de vieses na selecao de estruturas para treinamento do modelo
ou de configuragoes particulares de estruturas secundarias. Com essas conclusoes, a selecdo das trés
proteinas encerra os objetivos da primeira parte desta tese.

A segunda parte do trabalho tera como tema principal o estudo de simulagoes do enovelamento que
utilizardo as predigoes de enterramentos atomicos obtidas até aqui para tentar recuperar as estruturas
nativas dessas trés proteinas a partir de suas respectivas sequéncias de aminoacidos. Os resultados das
simulacdes serao discutidos em detalhes no capitulo 5. Antes disso, porém, é necessario apresentar a

metodologia que serd utilizada nas simulacoes, e esse serd o assunto do préximo capitulo.
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Capitulo 4

Simulacao de estruturas: Metodologia

Este capitulo introduz a segunda parte desta tese de doutorado, que tem como objetivo o desenvolvi-
mento de uma metodologia computacional capaz de aplicar as predigoes de enterramentos apresentadas
anteriormente para simular o enovelamento de proteinas selecionadas a partir de suas sequéncias de
aminoécidos.

A metodologia de simulagao aplicada neste trabalho é um algoritmo de dindmica molecular em
temperatura constante que atua sobre uma funcao de energia artificialmente construida, a qual inclui
termos independentes de sequéncia ja consagrados em algoritmos do género aliados a dois termos
especialmente desenvolvidos para o problema tratado, um dos quais modela o enterramento atémico
dependente de predigoes realizadas a partir da sequéncia de aminoécidos.

A implementagao computacional que concretiza as ideias desenvolvidas a seguir é baseada em um
programa escrito originalmente por Paul Whitford®® em linguagem Fortran. O cédigo foi originalmente
adaptado com a adi¢do de novos potenciais por Pereira de Aratjo para o trabalho que primeiramente
descreveu os enterramentos atémicos?? e, desde 2010, tem sido mantido e aprimorado pelo autor desta

tese.

4.1 Funcao de energia potencial

Um simulagdo de dindmica molecular tem como objetivo reproduzir, ao longo de um intervalo de
tempo, o comportamento de um sistema molecular modelado como um conjunto de massas pontuais
no espago cartesiano. As forcas que atuam sobre cada dtomo em cada instante de tempo sdo obtidas
através da derivacdo de uma funcdo de energia potencial. Ao longo da simulacdo, espera-se que o
espaco conformacional seja explorado de modo a atingir uma conformacao final de baixa energia.

No caso do algoritmo apresentado neste trabalho, denominado MDBury, a funcido de energia

potencial implementada nao tem o objetivo de ser fisicamente realista. Ao invés disso, ela é construida
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de modo a ter o formato mais simples possivel que incorpore as predi¢oes de enterramentos atémicos
de modo a situar o minimo energético suficientemente proximo a estrutura nativa.

Essa simplificacdo tem o beneficio duplo de acelerar os calculos computacionais e de permitir uma
separacao clara, no potencial, entre a por¢do dependente de sequéncias (derivada das predigdes de
enterramentos atomicos) e a porgao independente da sequéncia. Esta tltima modela apenas as forcas
minimas necessarias para que uma topologia proteica genérica possa ser mantida pelo sistema e nao
é, por si s0, capaz de distinguir entre estruturas nativas e ndo-nativas. Esse aspecto do algoritmo é
importante para permitir a validacao da hipotese central deste trabalho, que é o papel preponderante
dos enterramentos atéomicos no cédigo do enovelamento.

O objetivo das simulagoes que empregardo o potencial descrito a seguir é, partindo de estruturas
completamente desenoveladas, chegar a conformagbes que tenham o enovelamento correto e a mesma
topologia geral da estrutura nativa. O fato de a fungdo ndao modelar explicitamente todas as possiveis
forcas que podem contribuir para a estabilizagdo da estrutura terciaria impede que ela possa ser usada
para promover ajustes finos em estruturas além de um certo grau de semelhanga com a conformagao
nativa. Uma etapa posterior de refinamento podera implementada futuramente, como ocorre em outros
algoritmos de predicao de estruturas, com o uso de um segundo potencial dedicado especificamente a
este fim.

A funcao de energia potencial utilizada pelo MDBury tem o seguinte formato:

V = Vligag()es + Vﬁngulos + Vdiedrais

‘/repulséo + %nterramentos + VLH (41)
*

Isto é, a energia potencial total do sistema é calculada como a soma de véarios termos independentes.
Os dois tltimos termos, destacados acima, foram desenvolvidos especificamente para o nosso algoritmo.
Os demais tém formato similar a outros comumente empregados em aplicagoes de mecanica molecular.
A definicdo do termo Vepterramentos depende de uma classificacdo de tipos atomicos que pode ser
derivada a partir de predi¢oes de enterramento que partem da sequéncia de aminodacidos, de acordo
com a metodologia descrita nos capitulos anteriores. Todos os demais termos sdo independentes de

sequéncia e tém o mesmo formato geral para qualquer estrutura proteica.

4.1.1 Termos ligantes

Os trés primeiros termos do potencial tém a funcdo de assegurar a manutencdo de uma topologia

realista para as liga¢Ges covalentes da proteina. Esses termos sdo projetados como potenciais de Hooke,
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de maneira analoga a massas pontuais unidas por molas, que é um formato comumente encontrado

em termos dessa natureza em potenciais de mecanica molecular®?.

Os minimos de energia nesses
potenciais se localizam nas conformagoes em que as distdncias e angulos formados entre os dtomos
ligados covalentemente se encontram em seus valores 6timos, e as constantes de mola sao ajustadas

de modo a nao permitir que esses valores desviem além do realisticamente esperado (figura 4.1).

10 T T T T T

Vligag()es( € )

Figura 4.1: Potencial Vijgacses, que mantém a distdncia da ligacdo covalente. O minimo de energia
est4 localizado na distdncia 6tima, que, neste caso, é de 1,5A. Os outros dois termos ligantes tém um
formato analogo.

Os trés termos ligantes sao

Vligagées = Z kd(d - d0)2 (4'2)
ligacoes

Véngulos = Z k@(e - 90)2 (43)
angulos

Vdiedrais = Z kx(X - X0)2 (44)
diedrais

onde d é a distancia entre um par de dtomos, 6 é o dngulo formato entre trés Atomos e x é o dngulo
diedral formado entre quatro atomos (figura 4.2). Os parametros referentes aos valores 6timos cor-
respondentes, dgy, 6y € o, sdo obtidos pelo programa a partir do observado em estruturas estendidas
padronizadas. As constantes de mola tém os valores kg = 100 A2 ky=20erad 2 e ky =10 erad_Q,
onde € é a nossa unidade de energia, definidos de modo a tornar consistentemente alto o custo ener-
gético do desvio de qualquer distdncia ou angulo em relacdo aos valores 6timos, em relacdo aos outros
termos do potencial.

Os termos ligantes sdo aplicados apenas em conjuntos de 4tomos cuja configuracao relativa se deseja
manter aproximadamente constante ao longo da simulacdo. Desse modo, a equacao 4.2 é aplicada a
todos os pares de atomos unidos covalentemente, e a equagao 4.3, a todos os vértices formados por trés
atomos unidos covalentemente. A equacao 4.4, entretanto, é aplicada em apenas nos angulos diedrais

que devem permanecer fixos, como a ligacdo peptidica e os grupos planares das cadeias laterais dos
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N \g

Vligagées Véngulos Vdiedrais

Figura 4.2: Termos ligantes do campo de forga.

aminodcidos aromaticos, assim como nos diedrais formados pelos atomos N, C, C e CB’ de modo a

manter a quiralidade correta da cadeia lateral.

4.1.2 Repulsao atéomica

A repulsdo eletronica entre os orbitais de 4&tomos préximos no espago (repulsdo de Pauli) é modelada

em nosso potencial através do seguinte termo (figura 4.3):

Grep | 12
V}epulséo = Z €rep d (45)

pares

onde d ¢ a distancia entre dois 4&tomos e €. = 1.0€.

10 : :

Vrepulséo (G )

Figura 4.3: O termo da repulsdo atémica, que modela a repulsido de Pauli entre atomos préximos no
espago.

Este termo corresponde a parte repulsiva do potencial conhecido como Lennard-Jones, que é tipica-
mente utilizado em simulag¢ées moleculares para modelar tanto a repulsdo de Pauli como a atracao de
van der Waals entre pares de 4&tomos nao-ligados. Nossa implementacao busca manter a simplicidade
da porcéo independente de sequéncia, nao incluindo a parte atrativa.

O termo de repulsdo atomica é aplicado a todos os pares de atomos que estdo separados por
mais de duas ligacoes covalentes, desde que nao pertencam ao mesmo diedral plano. A constante oep
corresponde ao raio atomico e tem o valor oyep = 2.5A para todos os dtomos, exceto no caso da repulsao
entre carbonos C[3 e o oxigeénio da carbonila da cadeia principal, quando assume o valor o, = 3A.

Esse ultimo ajuste foi necessario para impedir o surgimento de algumas estruturas secundarias nao
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Camada 1 ——
Camada 2 ——=——-
Camada 3 -------
Camada 4

Venterrament 08 ( € )

25

Figura 4.4: Exemplo de uma possivel configuracio para o potencial dos enterramentos em uma proteina
dividida em quatro camadas. Cada linha representa a variacdo da energia em funcdo do enterramento
para atomos classificados em uma camada diferente.

realistas, formadas em simulagoes nas quais todos os d4tomos tinham o mesmo raio atémico.

4.1.3 Enterramentos

Os dados de entrada do MDBury podem incluir, para cada atomo 4, um valor esperado de enterramento
r¥ e um intervalo de tolerancia d;, medidos em A. O termo de enterramentos é constituido por um

somatorio aplicado a todos os dtomos para os quais esses dois pardmetros sdo definidos:

Venterramentos = Z B(Tz) (46)

atomos

onde 7; é o enterramento do atomo ¢ (isto é, sua distancia até o centro geométrico da proteina).

A fungao B(r;) é construida de modo a ter o valor igual a zero quando r; se encontrar entre o
intervalo (r} — d;,r7 + 0;) e a crescer linearmente & medida que r; se afasta desta janela (figura 4.4).
Como consequéncia, atomos que estao dentro do intervalo especificado nao sofrem qualquer forga
oriunda deste termo, e &tomos que estdo fora sofrem uma forga constante de +1eA~! em sua diregao.
Adicionalmente, uma pequena regidao de quadratica de tamanho §, = 0.5A, necessaria para que a

funcao seja diferenciavel em todos os pontos, é aplicada em torno do intervalo definido.

A forma completa da funcao B(r;) é a seguinte:
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—a1r? + by para r < 04
—agr + by para R A S

ag(r —r3)?  para rf—8 -8, <r<ri—4;

B(ri) = (4.7)
0 para ri =0 <r<ri+9;
as(r —r4)?>  para ri40; <1 <7140+,
asr — by para T > 04

onde aj...as e by ...bs sdo definidos em termos de r;, J; e dg.

Nas simulacbes que serdo relatadas no capitulo seguinte, todos os dtomos sdo classificados em
um de quatro tipos atomicos, correspondentes a quatro camadas de enterramento, de acordo com
predigoes realizadas a partir da sequéncia utilizando o programa HmmPred. Em termos do raio de
giro esperado para a proteina, Iy, esses quatros tipos atomicos correspondem, respectivamente, aos
valores (r*/Rg,0/Ry) = (0.378,0.378), (0.859,0.103), (1.051,0.089), e (1.57,0.43). O raio de giro é

estimado a partir do nimero de residuos N da proteina, de acordo com R4 ~ 2.7/ NA.

4.1.4 Ligacoes de hidrogénio

Na estrutura da cadeia principal de uma proteina, dtomos de oxigénio pertencentes a carboxila de
um residuo sdo capazes de formar ligagées de hidrogénio com os atomos de hidrogénio ligados ao
grupamento amina de outro residuo, um tipo de ligagdo que permite que a proteina se enovele nos
padroes locais regulares conhecidos como estruturas secundérias. A formacao de ligagoes de hidrogénio
no MDBury é modelada por um novo potencial, especialmente desenvolvido para essas simulacoes,
cujo formato se baseia em vetores formados pelas posi¢oes dos atomos envolvidos.

Como a topologia usada pelo programa nao inclui &tomos de hidrogénio, a ligagdo de hidrogénio
é modelada como uma forca atrativa que atua diretamente entre atomos de oxigénio e nitrogénio na
cadeia principal. As ligacdes de hidrogénio que podem ser formadas entre atomos pertencentes a
cadeias laterais, por enquanto, ainda nao sao consideradas pelo programa.

Em uma proteina globular, os residuos com cadeia lateral hidrofébica tendem a se encontrar mais
enterrados na estrutura e a formar ligagoes de hidrogénio entre si; residuos polares, por outro lado,
tendem a ficar expostos ao solvente e formar ligacdes de hidrogénio com este. Como nosso modelo
néo inclui atomos de agua explicitos, esse fendmeno é modelado como um potencial que aplica uma
penalidade de ey}, (medido em €, nossa unidade de energia) para pares de dtomos potencialmente

doadores (O) e aceptores (N) da cadeia principal que se encontram enterrados na estrutura sem
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Figura 4.5: A funcdo de F(r), para pu, = 15A e 8, = 10A~1,

formar ligacoes de hidrogénio. O limite de enterramento para esta penalidade, em A, é definido por
um parametro u,. Em outras palavras, hd duas maneiras de um destes pares de atomos alcancar
o estado de menor energia: deslocar-se até uma distancia do centro maior que p,, ou se manterem
enterrados e alinhados em uma configuracao 6tima, compativel com uma ligagdo de hidrogénio.

Se o termo dos enterramentos nao for utilizado, a consequéncia deste potencial é simplesmente o
deslocamento de todos os residuos para uma posicdo de enterramento superior a u,, formando uma
envoltério que circunda o raio atémico determinado por esse valor. Quando o termo dos enterramentos
é aplicado, entretanto, a forca que conduz os 4tomos aos enterramentos preditos passa a competir com
essa tendéncia de exposicao indiscriminada dos residuos, e os dtomos enterrados passam a satisfazer
a restricdo do termo das ligacdes de hidrogénio alinhando-se na configuragdo apropriada.

O termo das ligagoes de hidrogénio depende, portanto, tanto da posi¢do relativa dos atomos
envolvidos entre si, como da posigao de cada um deles em relacao ao centro da proteina (enterramento).
Essas dependéncias sdo modeladas através de varias aplicacdes de fungdes continuas projetadas de

modo a retornar valores muito préximos a 1 ou 0 para a maior parte dos possiveis valores de entrada.

4.1.4.1 Funcgdes F(a)

A fungdo F(«), tal como aplicada neste trabalho, tem o seguinte formato:

1
Tt exp(fala — fa))

F(a) (4.8)

onde 5, € um valor em torno do qual a saida da funcdo transmuta de 1 para 0, de forma abrupta
porém continua (figura 4.5). Em outras palavras, para a < B4, F(a) = 1; para a > 4, F(a) = 0. A
declividade da transi¢do continua entre 1 e 0 ao redor do valor de 3, é modelada por p, . O formato

dessa funcao é baseado na funcdo de Fermi, usada no estudo da estrutura eletrénica no estado sélido.
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Figura 4.6: As cinco coordenadas atdmicas e os trés vetores que participam da definigdo da ligacao de
hidrogénio.

4.1.4.2 Definicao de Vi g

A conformagao 6tima para a caracterizacao da ligacdo de hidrogénio, de acordo com o modelo adotado
pelo potencial, depende das coordenadas de cinco dtomos: o oxigénio aceptor da carbonila (1), o
nitrogénio doador (2), os dois dtomos adjacentes a este nitrogénio (3, 4) e o carbono adjacente ao
oxigénio aceptor (5). Estas coordenadas definem trés vetores: vi = 75 — 71, U3 = 73 + 73 — 275 e
U3 =71 — 5. Em termos desses vetores, h = |v1| é o médulo de v1, 77 é o dngulo entre v e v3, € 6 é o
angulo entre v] e v3 (figura 4.6).

Para cada par de atomos doador e aceptor, ¢ e j, a ligacdo de hidrogénio é modelada como o

produto de trés fungoes F'(«) aplicadas a h, 1 e 0:

sendo os parametros das respectivas fungdes F'(«) definidos da seguinte forma: p;, = 3A, B, = 10A-1,
iy = 0.51ad (29°), B, = 100rad !, g = 0.7rad (40°), By = 100rad~*. O valor de \;;(h,n,0), portanto,
¢ aproximadamente igual a 1 quando sao cumpridas as trés condigoes para o par 7,5: h < pp, 7 < e
§ < pg; caso alguma delas nao seja verdadeira, A;;(h,n,0) =~ 0. De acordo com a defini¢ao anteriormente
fornecida para fungoes de F'(«), valores significativamente intermediérios entre 0 e 1 sdo encontrados
apenas em um pequeno intervalo de transicao.

O namero total de ligacoes de hidrogénio formado por cada atomo doador ou aceptor ¢ é dado pela
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soma de todas as possiveis pontes de hidrogénio em que ele esta envolvido:
J
A contribuicao energética total para cada atomo i, entdo, é dada por
1
Ei(Airi) = §€hbf(7“i,1\), (4.11)
onde i, = 15A e B, = 10A~1, ey, = 5e e

FrA) = F(r)(1—A) paraA <0.95 (1)

0 para A > 1.05

com uma regiao quadratica intermediaria para 0.95 < A < 1.05, de modo a manter a diferenciabilidade
em A = 1. Quando o procedimento de annealing é aplicado, o valor de €p;, varia linearmente entre Oe
e be ao longo da trajetéria. A insercao gradual das ligacoes de hidrogénio modelada com o annealing
tem como objetivo evitar a formacao prematura de estruturas secundarias que prendam a estrutura
em um minimo local, antes que a simulagdo tenha a oportunidade de explorar uma regido maior do
espaco conformacional.

O valor constante de f(r,A) = 0 para A > 1.05 representa uma inovagdo em relagdo a primeira
versdo deste potencial, descrita em Pereira de Aratjo (2009)%2 e evita contribuicdes energéticas favo-
raveis que poderiam surgir em conformacoes em que o0 mesmo atomo participa de mais de uma ligagao
de hidrogénio — uma situacao fisicamente impossivel em cadeias principais de proteinas.

O termo das ligagbes de hidrogénio, entao, é dado por:
Vi = Y Ei(Aiyry) (4.13)

Ou seja, a energia total das ligacoes de hidrogénio é dada pela soma das contribuigdes energéticas
de cada um dos possiveis atomos doadores ou aceptores, de acordo com suas orientagoes relativas no
espaco.

Conforme seréd discutido no capitulo seguinte, a satisfacdo ou ndo das restri¢cdes estabelecidas por

esse termo tem um papel fundamental na andlise da qualidade das estruturas produzidas pelo MDBury.
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4.2 Algoritmo de dinamica molecular

O sistema modelado pelo MDBury nas simulac¢des descritas neste trabalho consiste em uma cadeia
polipeptidica composta apenas por dtomos pesados (sem hidrogénios), em um meio sem solvente
explicito. O algoritmo executado consiste em uma simulagdo de dindmica molecular aplicada ao
potencial descrito nas se¢bes anteriores.

Em métodos de dinamica molecular, o comportamento do sistema é reproduzido ao longo do tempo
de acordo com a aplicacdo das leis de Newton sobre cada um de seus atomos, representados como
particulas pontuais. Uma vez que é impossivel resolver analiticamente todo o sistema de equagoes
associado ao célculo da estrutura de uma macromolécula, esse tipo de simulagao procede através de
métodos de integracdo numérica, dividindo a trajetoria em varios pequenos estagios, separados por
um intervalo de tempo At. A forca total atuante em cada particula a cada instante ¢ é calculada como
a soma vetorial, nesse instante, de todas as forcas que atuam sobre ela, de acordo com o potencial
utilizado. Assumindo que essas forcas permanecem constantes durante o intervalo At, é possivel
determinar suas respectivas aceleragdes e, com isso, suas posigoes e velocidades no instante ¢t + At.
O resultado da simulacao é uma trajetéria que especifica como as posicoes e velocidades de todas as
particulas envolvidas variam ao longo do tempo.

Uma simulacao de dindmica molecular pode ser realizada de maneira mais simples no chamado
ensemble microcanénico, em que a energia total do sistema é constante. Entretanto, para que os
resultados da simulagdo sejam compativeis com o comportamento de um sistema biologico, é frequen-
temente desejavel que, ao invés disso, a temperatura do sistema seja mantida constante, no que é
conhecido como o ensemble canénico. Esta propriedade pode ser obtida através do acoplamento do
sistema a um banho térmico, que é um sistema externo com temperatura constante, capaz de regular
a temperatura do sistema de interesse através da transferéncia de energia. Um algoritmo que gera um
sistema com temperatura média constante em simulagoes de dindmica molecular é conhecido como
termostato®?. Nosso algoritmo usa o método chamado termostato de Berendsen®!, que serd descrito
na secao 4.2.2.

A figura 4.7 esquematiza, em linhas gerais, a sequéncia de passos que caracteriza o algoritmo de

dindmica molecular implementado pelo programa MDBury.

4.2.1 Forcas, velocidades e posicoes

O sistema modelado pelo MDBury consiste em um conjunto de N dtomos, sendo cada atomo ¢ definido

por uma massa m;, uma posicdo §; no espago tridimensional e uma velocidade v;. As velocidades v
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Figura 4.7: Algoritmo

de simulagao molecular adotado pelo MDBury.
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sdo definidas aleatoriamente para a conformacdo inicial, e as posicoes iniciais §; sdo lidas a partir
de um arquivo em formato PDB que contém uma conformacao completamente estendida da proteina
modelada, gerada a partir de sua sequéncia de aminoacidos a partir de um script para o programa
PyMOLS%2.

Apés todas as devidas inicializacbes, o programa entra em um loop principal que serd repetido
tantas vezes quantas forem o ntimero de passos especificado nos dados de entrada. A principal com-
putacao realizada em cada passo é o cdlculo da energia potencial V; de cada dtomo do sistema, assim
como a forca correspondente que atua sobre ele, ﬁi, que é usada para atualizar a velocidade v; de
acordo com a segunda lei de Newton, multiplicada por um fator de escalonamento (equagéo 4.14). Em

seguida, as posigoes de cada dtomo sdo atualizadas de acordo com as velocidades calculadas (equagao

4.15): B
F(t+ At) = A (@-(t) + ﬁm) (4.14)
Gt + Al = 5(8) + 6()AL (4.15)

onde A é o fator de escalonamento dado pelo termostato de Berendsen, que sera discutido a seguir,
e At = 0.0057 é o intervalo de integragdo utilizado pelo algoritmo, sendo 7 a unidade de tempo

determinada pelas nossas unidades de distancia, A, massa, m, e energia, €, isto é, 17 = 1A/m /€.

4.2.2 Termostato de Berendsen

A temperatura instantdnea 7' de um sistema molecular generalizado pode ser definida em qualquer

ponto no tempo como
2

T =
kBNdf

K (4.16)

onde K ¢ a energia cinética instantanea, e Ny ¢ o nimero de graus de liberdade internos do sistema.
Para um sistema modelado no vacuo, como ¢é o caso das simulagoes descritas neste trabalho, Ny =
N — 6, sendo N o ntimero total de 4tomos%Y.

A energia cinética instantanea do sistema ¢é dada por
1 2
K=13 mil (4.17)
i=1

onde as velocidades internas ©¥; sdo calculadas a partir das velocidades v; através da exclusao de
qualquer componente ao longo dos graus de liberdade externos, neste caso, o vetor coordenada do
centro de massa do sistema, o momento angular sobre o centro de massa e o tensor de inércia do

60

sistema relativo ao centro de massa No nosso sistema, o valor de m ¢é unitirio para todos os
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atomos.
No MDBury, o sistema simulado esta acoplado a um banho térmico que o mantém a uma tem-
peratura média constante, definida como Ty = le. Este acoplamento é executado por um algoritmo

6163 No termostato de Berendsen, as velocidades do sis-

conhecido como termostato de Berendsen
tema sao reescalonadas a cada intervalo de integracdo, de modo que a mudanca de temperatura é

proporcional a diferenga entre a temperatura atual T' e a temperatura desejada Tp:

ar 1

—=—(Ty—-T 4.18

=Ty~ T) (418)
onde T é o parametro que determina o grau de acoplamento entre o banho e o sistema. Nas simulagoes

descritas neste trabalho, para manter a simplicidade dos cédlculos, 7 = 1. Este método tem o efeito de

criar um decaimento exponencial do sistema em direcdo a temperatura desejada:

T="Ty—Ce /" (4.19)
A equagdo 4.18 também implica em
AT = g(TO -T) (4.20)
T

Que leva a defini¢do do fator de escalonamento A, usando na equacio 4.14:

A= 2 (B (421

4.2.3 Compilacao de resultados

Além das informacgoes ja registradas pelo programa ao longo da execucao, dois outros dados que serao
importantes na andlise dos resultados precisam ser calculados separadamente para cada conformacéo
registrada, utilizando programas externos. O desvio médio quadratico (root mean square deviation,
RMSD) de cada conformagéo em relagao a estrutura nativa é calculado de acordo com o algoritmo
de McLachlan®, conforme implementado pelo programa ProFit%. A razdo de residuos que adotam
estruturas secundérias regulares (a-hélices ou folhas 3) em cada conformagéao é calculada de acordo
com as definicdes empregadas pelo programa DSSP!.

O proximo capitulo descreve as trajetorias e as conformacgoes finais obtidas a partir de simula-
¢Oes executadas com o MDBury para as trés proteinas de diferentes classes estruturais selecionadas

anteriormente em nosso banco de dados de predigoes. Os resultados obtidos serdo discutidos, em
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grande parte, em termos da comparacgao entre os dois parametros descritos acima e a satisfacdo de
diferentes termos da funcao de energia potencial, de modo a tentar compreender o comportamento das
simulacdes e as razoes pelas quais diferentes trajetérias sdo ou nao capazes de atingir conformagoes

préximas & nativa utilizando o método apresentado.
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Capitulo 5

Simulacao de estruturas: Resultados e

Discussao

O algoritmo de dindmica molecular apresentado no capitulo anterior foi utilizado para realizar simu-
lagoes do enovelamento proteico das trés estruturas selecionadas anteriormente no banco de dados,
utilizando as predi¢des descritas no final do capitulo 3 como parametros do termo dos enterramentos
atomicos. Este capitulo descreve essas simulagoes e analisa os seus resultados.

Todas as trajetorias de simulacido descritas a seguir partiram de conformacoes estendidas das
proteinas e empregaram o mecanismo de annealing do termo das ligacdes de hidrogénio, que tem
como efeito aumentar linearmente o peso deste termo ao longo da trajetéria. Os resultados descritos
configuram predi¢des computacionais de estruturas proteicas obtidas de maneira ab initio, ou seja, em
ultima andlise, apenas a partir das respectivas sequéncias de aminoacidos.

A discussao que segue tem dois objetivos principais. E necessario, primeiramente, avaliar se os
enterramentos atomicos preditos sdo capazes de conduzir a simulacido do enovelamento a conformagoes
proximas a nativa para estas proteinas, que é o objetivo principal deste trabalho. Adicionalmente,
a natureza das trajetérias observadas na simulacdo serd analisada em funcao das caracteristicas do
algoritmo implementado, com o propésito de compreender os motivos e as circunstancias nas quais o
método apresentado pode ser capaz de atingir os seus objetivos.

Os resultados apresentados neste capitulo também sao discutidos em um artigo, cujo texto também

integra esta tese, que foi aceito em outubro de 2013 para publicagdo na revista Proteins: Structure,

Function, and Bioinformatics.
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Figura 5.1: Evolucao do RMSD de C, em relagao a estrutura nativa ao longo de dez trajetoérias inde-
pendentes da simulagdo do enovelamento da proteina efetora RxLR (RePc), partindo de conformagoes
estendidas. Cada linha representa uma trajetoria.

5.1 Proteina efetora RxLR (RePc)

A primeira estrutura escolhida em nosso conjunto de testes para simulacao é a proteina efetora RXLR
de Phytophthora (RePc), que tem uma topologia formada por quatro o-hélices (c6digo PDB: 3zr8)°°
Phytophthora é um importante género de micro-organismos eucariéticos causador de infecgoes em
plantas. Proteinas conhecidas como efetoras sdo secretadas por esses patégenos para acelerar o pro-
cesso de infeccio das células hospedeiras®. Uma vez que os hospedeiros potenciais de Phytophthora
incluem véarias espécies importantes para a agricultura, seus efeitos sdo frequentemente capazes de
causar danos econémicos substanciais®”.

Em nossas simulagoes, dez trajetorias independentes de simulagao foram executadas para a proteina
RePc, todas partindo de conformagoes completamente estendidas. A figura 5.1 ilustra a variagdo ao
longo do tempo do desvio quadratico médio (Root Mean Square Deviation - RMSD) da posi¢ao dos
atomos C, de cada uma dessas trajetérias em relacdo a estrutura nativa. Sete das dez trajetorias
executadas resultaram em um enovelamento correto, com a formacdo apropriada das hélices que
compdem a topologia nativa e valores de RMSD de C, entre 3A e 5A.

Para possibilitar uma analise mais detalhada do comportamento da simulacao, a figura 5.2 destaca
uma das trajetérias que alcangou uma conformacao similar a nativa, comparando a variacdo ao longo
do tempo de dois termos caracteristicos de nosso potencial: o termo dos enterramentos e o termo das
ligacGes de hidrogénio. E claramente perceptivel que esses dois termos tém comportamentos bastante

distintos: enquanto o primeiro se mantém constante em torno de 80e¢ ao longo de toda a simulacao,

o segundo, a principio, cresce linearmente, como consequéncia do procedimento de annealing que lhe
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Figura 5.2: Detalhamento da variagdo de diferentes medidas ao longo de uma tnica trajetéria da
simulagdo da proteina RePc. O eixo horizontal superior indica o peso do termo das ligagdes de
hidrogénio, €. O eixo vertical indica: (a) o RMSD de C, em relagdo a estrutura nativa; (b) os
termos de energia do enterramento e das ligagoes de hidrogénio; (c¢) o nimero de ligagoes de hidrogénio
formadas pela estrutura.
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Figura 5.3: Para a mesma trajetéria apresentada na figura 5.2, cada ponto representa uma conforma-
¢ao. O eixo horizontal indica o RMSD de C,, em relagao a estrutura nativa, e o eixo vertical indica: (a)
a energia do termo do enterramento; (b) o nimero de ligagoes de hidrogénio formadas pela estrutura.

é aplicado, e depois tende a se estabilizar em torno de 150¢ (figura 5.2-b). O ntimero de ligacoes de
hidrogénio formadas pela estrutura a cada passo, de acordo com a defini¢ao estipulada pelo respectivo
potencial, também comeca crescendo linearmente e depois acompanha o inverso das variacées do termo
energético (figura 5.2-c).

Essas observacoes fornecem um indicativo importante sobre o papel dos diferentes aspectos do
potencial na obtencao dos resultados da simulagdo. O fato de que o termo de enterramento se mantém
praticamente inalterado ao longo de toda a trajetéria indica que, por si s6, ele ndo deve ser capaz de
distinguir a conformacao nativa dos enovelamentos incorretos alcancados ao longo da simulagao.

Como confirma a figura 5.3-a, ndo ha qualquer correlacdo, nessa trajetéria, entre os valores alcan-
cados pelo potencial de enterramentos e os respectivos RMSDs de C, obtidos em relacao a estrutura
nativa. Por outro lado, a figura 5.3-b mostra claramente que as estruturas que sdo capazes de formar
um alto nimero de ligacdes de hidrogénio ao longo da trajetéria atingem conformagoes com RMSD
consistentemente mais baixo que as demais.

A figura 5.4 estende essa andlise para todas as dez trajetérias, comparando para os tltimos 10%
passos de cada uma delas os valores médios do termo das ligagbes de hidrogénio Vp e do RMSD
de C, em relacdo a estrutura nativa. Como pode ser visto na figura 5.4-a, o termo Vpy fornece um
excelente indicador de qualidade da predicdo: com excecdo de apenas um caso, as trajetérias que
obtiveram valores energéticos mais baixos que as demais (entre 140e e 150¢) para este termo foram as
mesmas que alcancaram os menores valores de RMSD, por volta de 4A (o ponto com RMSD = 2A
corresponde a estrutura nativa relaxada, descrita adiante). A unica trajetéria que terminou com
um valor médio para Vpg menor que 160¢ e alto RMSD corresponde a uma estrutura final que tem

as quatro hélices corretamente formadas, mas dispostas em um arranjo mutuo invertido, formando

61



—~
5]
~—
—~
=3
~—
—
o
~

260 - T T T T T 1 L L R B B B p— —

240 - N 0.8 0.8
. T .

e
For
i "

220 —

200 | T .
180 |- Hﬁ%_ % .
160 |- L .

140 }-—3‘%4 1 0.2 — 0.2 | —

0.6 - - —

Estrutura secundéria

Energia das LH (€)

IS
T
|
Estrutura secun
-
T
i
|

120 |-

| | | | | | 0 | | | | | | | 0 | | | | | | | |
0 2 4 6 8§ 10 12 14 0 10 12 14 120 140 160 180 200 220 240 260

RMSD de Ca (A) RMSD de Ca (A) Energia das LH (€)

N
'S
o
®

Figura 5.4: Parametros calculados para as trajetorias da simulacdo da proteina RePc. Cada ponto
corresponde & média dos 10% tultimos passos de uma trajetéria independente, com excegdo do ponto
mais a esquerda nos dois primeiros graficos, que corresponde aos valores da estrutura nativa relaxada.
Barras de erro indicam os desvios-padrao correspondentes. Conforme indicado nos rétulos, os eixos
horizontal e vertical de cada grafico podem corresponder ao RMSD de C, em relacao a estrutura
nativa (a,b), ao valor da energia potencial das ligacoes de hidrogénio (a,c) ou a fragao de residuos que
adotam estrutura secundaria regular (b,c), conforme calculado pelo DSSP!.

uma topologia simétrica a da estrutura nativa (figura 5.5-d). Nao houve nenhum caso em que uma
trajetéria foi capaz de simultaneamente satisfazer o termo das ligacGes de hidrogénio e chegar a uma
topologia distinta tanto da nativa quanto de sua imagem espetacular.

Esses resultados sugerem uma metodologia que permite selecionar a melhor estrutura predita
entre todas as trajetérias, de maneira a prescindir de comparacoes com a conformacio nativa para a
selecao da estrutura final. Primeiro, selecionamos a trajetéria que alcancou o menor valor médio para
Vpu em seus passos finais. Dentro dessa trajetéria, ndo é conveniente utilizar o mesmo critério para
selecionar a melhor conformacao, porque a aplicacdo do annealing tende a obscurecer a relacio entre
valor energético e a efetiva satisfagdo das restricbes correspondentes. Em vez disso, selecionamos a
conformagdo que formou o maior niimero de ligagoes de hidrogénio, utilizando a energia apenas como
eventual critério de desempate. A figura 5.5-c mostra a estrutura selecionada de acordo com essa
metodologia, em comparagao com a estrutura de menor RMSD (figura 5.5-b), a estrutura nativa (5.5-
a) e com uma estrutura selecionada a partir da trajetéria que resultou em uma imagem especular
(5.5-d).

Além das estruturas resultantes de simulagoes ab initio, foi produzida também, para fins de com-
paracdo, uma conformacio da RePc que denominamos “estrutura nativa relaxada”. Essa estrutura é
o resultado de uma simula¢ao muito curta (5000 passos) realizada a partir da estrutura nativa obtida
experimentalmente, utilizando valores nativos em quatro camadas para o termo dos enterramentos,
sem annealing das ligacdes de hidrogénio. A estrutura assim obtida tem um RMSD de C, aproxi-

madamente igual a 2A em relacdo & conformacio nativa original e ndo apresenta qualquer alteracéo
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2,836A

3,645A 9,989A

Figura 5.5: (a) Estrutura nativa da proteina efetora RxLR — RePc; (b) Estrutura predita com menor
RMSD de C, em relacdo a nativa; (c) Estrutura predita selecionada de acordo com critérios de
qualidade independentes da conformacao nativa; (d) Estrutura “espelho” com alto grau de formagao
de ligagoes de hidrogénio e alto RMSD. Os RMSDs de C, estao indicados abaixo de cada estrutura.
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significativa em sua topologia, sendo caracterizada principalmente por ajustes finos na conformagao
das ligagbes covalentes e pequenas variagoes nas orientagoes relativas dos atomos que participam de
ligagoes de hidrogénio.

Esses ajustes sdo importantes para a discussao dos resultados porque, por exemplo, os angulos e
distancias formados entre atomos doadores e aceptores de ligagoes de hidrogénio na estrutura nativa
determinada experimentalmente podem nao corresponder exatamente aos valores mais estritos defini-
dos pelo nosso potencial. Dessa forma, calcular o valor desse termo diretamente na estrutura nativa
original resultaria em valores artificialmente altos, que ndo sdo comparaveis com aqueles que podem
ser alcangados pelo algoritmo em simulagoes ab initio. Adicionalmente, devido as aproximacoes ado-
tadas pelo potencial, o relaxamento da estrutura nativa tem o efeito de sinalizar o RMSD minimo
tedrico que poderia a principio ser alcancado pelo nosso algoritmo, fornecendo também um parametro
de comparagdo para os valores de RMSD efetivamente atingidos pelas simulagoes.

Conforme indicado na figura 5.4-a, o valor do termo das ligacGes de hidrogénio Vpy na estrutura
nativa relaxada é igual a 130,55¢, que estd dentro da faixa de valores atingida pelas conformagoes
finais da trajetéria de menor energia. Esse valor é praticamente idéntico ao atingido pela estrutura de
menor RMSD nessa trajetoria (figura 5.5-b), que tem Vpy = 131,31e. Para a conformagéo selecionada

de acordo com os critérios descritos anteriormente (figura 5.5-¢) Vpyg = 94,79€.

5.2 Proteina G de estreptococos (ProtGSsp)
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Figura 5.6: Evolugao do RMSD de C, em relacao a estrutura nativa ao longo de dez trajetérias
independentes da simulagdo do enovelamento da proteina G de estreptococos (ProtGSsp), partindo
de conformacgées estendidas. Cada linha representa uma trajetoria.

A segunda estrutura selecionada para simulacdo neste trabalho é o dominio 31 da proteina G

(c6digo PDB: 3fil)®¢, que tem uma topologia formada por uma «-hélice e quatro folhas 3. A proteina
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Figura 5.7: Pardmetros calculados para as trajetérias da simulacdo da ProtGSsp. Sao seguidas as
mesmas convengoes da figura 5.4.

G é uma molécula expressa em certos grupos de bactérias estreptococos com a funcao de se ligar
a imunoglobulinas, e é extensivamente utilizada na industria biotecnolégica para a purificagdo de
anticorpos®. O dominio 1 da proteina G é comumente empregado como estrutura modelo em
estudos do enovelamento proteico e de predicdo de estruturas de proteinas*1i69.

Para essa estrutura, a distribui¢cao dos valores de RMSD de C, nos resultados de simulagao foi
mais heterogénea que o observado para a RePc, com duas das dez trajetérias alcangando valores finais
entre 3A e 6A (figura 5.6). Assim como no caso anterior, os valores médios finais de Vpy de cada
trajetoria sdo capazes de distinguir entre diferentes valores de RMSD (figura 5.7), sendo que os dois
menores valores de energia correspondem de maneira apropriada aos melhores valores de similaridade.
Ao contrario do que aconteceu com a RePC, entretanto, os valores atingidos para o termo das ligagoes
de hidrogénio Vpp, mesmo na trajetéria de menor energia (aproximadamente entre 190e e 220¢),
sdo significativamente mais altos que os calculados para a estrutura nativa relaxada (114.35¢). Esse
resultado indica que conformacgdes mais proximas a nativa poderiam, a principio, ser atingidas por
simulacoes que utilizam o potencial adotado, possivelmente com melhores predi¢oes de enterramento,
mas sem a necessidade de modificagdes no termo das ligagoes de hidrogénio.

A figura 5.8-¢c mostra a estrutura selecionada de acordo com os mesmos critérios usados para a
RePc, em comparagao com a estrutura de menor energia (figura 5.8-b) e com a estrutura nativa (figura

5.8-a).

5.3 Proteina de choque frio Be-Csp de Bacillus caldolyticus (CsBc)

A terceira estrutura selecionada para simulacio neste trabalho, com o cédigo PDB 1c¢90°7, é a proteina
de choque frio Be-Csp da bactéria Bacillus caldolyticus (CsBc). Proteinas de choque frio sdo uma

familia de proteinas de estrutura altamente conservada, encontrada em organismos tao diversos como
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3,450A

Figura 5.8: (a) Estrutura nativa da proteina G de estreptococos — ProtGSsp; (b) Estrutura predita
com menor RMSD de C,, em relagdo a nativa; (c) Estrutura predita selecionada de acordo com critérios
de qualidade independentes da conformacao nativa. Os RMSDs de C, estao indicados abaixo de cada
estrutura.

bactérias e vertebrados. Essas proteinas, que tém uma topologia em forma de barril 3, tém a agado
induzida principalmente como resposta a quedas bruscas de temperatura no ambiente celular, quando
se ligam a cadeias simples de DNA ou RNA para regular os niveis de transcri¢io e traducao genética
em um estado de estresse térmico°.

O fato de folhas § serem estabilizadas por interagoes nao-locais dificulta a formacao de estruturas
parciais estaveis ao longo da simulagao e faz com que conformagdes errdneas fiquem mais facilmente
presas em minimos locais. Provavelmente por esses motivos, esta proteina foi a mais desafiadora de
nosso conjunto-teste. Das dezoito trajetérias executadas, trés resultaram em valores de RMSD de C,
entre 5A e 6A (figura 5.9).

Ao contrario do que ocorreu com as outras duas proteinas, entretanto, o valor médio final da energia
das ligagoes de hidrogénio nesse caso ndo é capaz de distinguir entre trajetérias que resultaram ou nao
em conformagoes préximas a nativa (figura 5.10-a).

Uma andlise visual das trajetorias que terminaram em conformagdes com alto RMSD, entretanto,
revela que essas estruturas formam uma quantidade muito pequena de estruturas secundarias regulares,
e nenhuma delas poderia ser realisticamente confundida com uma proteina real (figura 5.11). O calculo
da razdo de residuos que adotam «-hélices ou folhas (3, realizado de maneira independente de nosso
potencial com o auxilio do programa DSSP!, confirma essa observacio. De fato, como pode ser
observado na figura figura 5.10-b, apenas duas das trajetérias apresentam em suas porgoes finais uma
porcentagem de residuos maior que 50% participando de estruturas secunddrias regulares, e estas sao

exatamente as duas trajetérias de menor RMSD. Nas simulagoes anteriores, podemos notar que uma

das trajetorias de RePc e duas das trajetérias de ProtGSsp (figuras 5.4-b e 5.7-b) também haviam
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Figura 5.9: Evolugdo do RMSD de C, em relacao a estrutura nativa ao longo de dezoito trajetoérias in-
dependentes da simulacdo do enovelamento da proteina de choque frio Be-Csp de Bacillus caldolyticus
(CsBc), partindo de conformagoes estendidas. Cada linha representa uma trajetoria.
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Figura 5.10: Pardmetros calculados para as trajetorias da simulacdo da proteina Be-Csp. Sao seguidas
as mesmas convengdes da figura 5.4.

apresentado uma baixa fracdo de estruturas secundarias, mas ao contrario do que ocorreu com CsBc,
essas mesmas trajetorias ja haviam sido corretamente distinguidas das demais pelo valor da energia
das ligacoes de hidrogénio.

Se eliminarmos, entao, as trajetérias de CsBc que nao foram capazes de formar estruturas secun-
dérias regulares e selecionarmos entre as restantes a melhor conformacao de acordo com os mesmos

critérios anteriormente usados, chegamos a conformagao disposta na figura 5.12-c.

5.4 Discussao

Os resultados apresentados nas se¢bes anteriores descrevem a obtencao de conformagoes semelhantes
a nativa em simulacdes ab initio do enovelamento proteico que combinam predigoes de enterramento

realizadas a partir da sequéncia com restrigoes estruturais independentes da sequéncia, as quais estao
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Figura 5.11: Um exemplo tipico de estrutura nao-realista, com alto RMSD e baixa energia de ligagoes
de hidrogénio, formada para a proteina Bc-Csp em algumas trajetorias das simulagdes do enovela-
mento.

4,809 A 5,069A

Figura 5.12: (a) Estrutura nativa da proteina de choque frio Be-Csp de Bacillus caldolyticus — CsBc;
(b) Estrutura predita com menor RMSD de C, em relagdo a nativa; (c) Estrutura predita selecionada
de acordo com critérios de qualidade independentes da conformacao nativa. Os RMSDs de C, estao
indicados abaixo de cada estrutura.
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enp = 0.5¢ €np = 2.D€ enp = 4.97¢

Figura 5.13: Trés conformagoes diferentes assumidas pela proteina ProtGSssp ao longo de uma traje-
téria, & medida que cresce o peso do termo das ligagoes de hidrogénio epy.

relacionadas principalmente a topologia das ligagoes covalentes a formacao de ligagoes de hidrogénio.
Esses resultados validam a nossa hipotese inicial de que informacoes de enterramento codificadas
na sequéncia podem se constituir, ao menos para algumas classes de estruturas, no unico elemento
dependente de sequéncia necessario para determinar a conformacio nativa de um proteina. Estudos
que englobem uma gama maior de tipos de sequéncias e de estruturas proteicas serao necessarios para
uma avaliacdo mais completa do alcance total do método proposto.

Para que uma metodologia de simulagdo molecular possa ser aplicada com sucesso a predigao
estrutural de novas proteinas, ela precisa ser capaz de nao apenas chegar a bons resultados em uma
fragdo significativa das trajetorias executadas, mas também de distinguir as predi¢Ges corretamente
alcancadas sem ter a estrutura nativa disponivel para comparacdo. Um padrao interessante que
emergiu em nossos resultados é que a formagao das ligacdes de hidrogénio, e nao a satisfacdo do termo
de enterramentos, revelou-se como o principal indicador de qualidade das predicoes.

As figuras 5.1, 5.6 e 5.9 mostram a evolugdo do RMSD de C, em relacao as estruturas nativas
de cada conformacao ao longo das diferentes trajetorias. Um padrao claramente perceptivel nos trés
graficos é que o RMSD oscila sempre de maneira substancial ao longo da primeira metade da simulagao,
e depois disso tende a se estabilizar para cada trajetéria em torno de um intervalo curto de valores.

Esse comportamento decorre do fato de que, no inicio da simulacdo, embora o termo dos enter-
ramentos esteja atuando normalmente, o termo das ligagoes de hidrogénio esta desligado devido ao
annealing. Como consequéncia, a proteina se compacta rapidamente, e a maior parte dos atomos é
conduzida com sucesso as camadas preditas, sem formar estruturas secundarias regulares. Tais condi-
¢Oes geram uma amostragem do espago conformacional que, embora restrita, ainda é insuficiente para
permitir a clara distingdo da estrutura nativa. Em seguida, a medida que o termo das ligaces de

hidrogénio se torna mais importante na simulagao, o espago conformacional disponivel a trajetéria se
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torna cada vez mais restrito, e a variagao entre as diferentes conformagoes adotadas é reduzida (figura
5.13). Em alguns casos, conforme visto, a conformagao final adotada pela trajetéria tem topologia
idéntica a nativa; em outros, é formada uma estrutura errénea. Os Ultimos exemplos costumam ser
facilmente distinguidos dos primeiros pela pouca formacao de estruturas secundarias.

Esse cendrio sugere uma explicacdo para os papeis de ambos os termos na geragao da estrutura
final: as restricbes impostas pelos enterramentos tém o efeito pratico de limitar o espaco de busca
disponivel para o algoritmo as conformacdes em que cada dtomo esta localizado em sua camada predita
ou préximo a ela. Essas restrigcbes efetivamente bloqueiam todas as outras topologias diferentes da
nativa que seriam, a principio, fisicamente plausiveis para a sequéncia dada. Ainda assim, o potencial
resultante continua compativel com um ntmero proibitivamente alto de padroes de enovelamento
incorretos. A selecdo do padrio nativo dentro desta amostra do espaco conformacional, entdo, é
realizada por meio da aplicagdo do potencial das ligacoes de hidrogénio, o qual remove da busca todas
as conformacdes que ndo formam estruturas secundarias regulares.

Essa perspectiva também explica por que a energia dos enterramentos comumente se mantém
constante ao longo de toda a simulagao (figura 5.2-b) e por que, com excegdo de uma topologia
simétrica & estrutura nativa, ndo foi observada em nenhuma trajetoria o surgimento de conformagoes
finais erréneas mas ricas em estruturas secundérias.

Apesar desses sucessos, também é importante destacar o fato de que, na proteina com topologia de
barril 3 CsBc, algumas trajetorias resultaram em conformagoes que conseguem satisfazer as restrigoes
impostas pelo termo das ligagoes de hidrogénio sem, no entanto, formar topologias dominadas por
estruturas secundérias regulares. O surgimento dessas conformagoes implica que a definigao de ligagGes
de hidrogénio implementada pelo nosso potencial poderia ser ainda mais estrita, sugerindo uma diregao

para possiveis melhoramentos em nosso campo de forga.
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

Este trabalho apresentou a primeira versao do que pretende vir a se tornar futuramente uma metodolo-
gia completa para predicao ab initio de estruturas de proteinas a partir de sequéncias de aminoacidos,
desenvolvida a partir da hipétese de que o cédigo do enovelamento estd escrito na linguagem dos
enterramentos atémicos, os quais constituem a tnica informacao dependente de sequéncia necessaria
para determinar a estrutura nativa de uma proteina.

Os primeiros estudos que apontaram para a validade dessa hipétese?!i?2 foram publicados poucos
anos antes do inicio deste projeto e serviram como motivacdo para a sua proposta. Esses traba-
lhos j& haviam demonstrado que enterramentos atomicos obtidos a partir da estrutura nativa sao
suficientemente informativos para guiar uma simulag¢do do enovelamento de uma proteina até a sua
conformacao tridimensional correta e levantaram a proposta de que resultados similares poderiam ser
obtidos utilizando predigoes de enterramento obtidas unicamente a partir da sequéncia.

Nossa metodologia foi dividida em duas etapas independentes. Primeiramente, foi desenvolvido
um algoritmo de aprendizado supervisionado para predicdo de enterramentos atémicos a partir de
sequéncias de aminoacidos, baseado em um método originalmente concebido para predicao de estrutu-
ras secundarias. Os resultados obtidos com esse algoritmo foram avaliados por meio de comparagoes
com estudos informacionais sobre a relagdo entre sequéncias e enterramentos, realizados concomitan-
temente a este trabalho como parte do projeto de mestrado desenvolvido em nosso laboratério por
Juliana Ribeiro Rocha??. Esses estudos permitiram que se chegasse & conclusio de que o algoritmo
de predicao desenvolvido tem uma performance proxima ao 6timo, no sentido de que ele é capaz de
extrair praticamente toda a informacao sobre enterramentos que pode ser concebivelmente codificada
na sequéncia, de acordo com o modelos de dado adotado.

A proxima etapa, entdo, foi a construcdo de um método que permitisse que essas predigoes pudes-

sem ser usadas como potenciais dependentes de sequéncia em uma simulagao do enovelamento proteico.
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O algoritmo de dindmica molecular usado para essas simulagoes se baseou na mesma metodologia em-
pregada nos estudos originais que envolveram enterramentos nativos, com uma implementacao que foi
continuamente refinada e aprimorada ao longo deste trabalho. O procedimento resultante foi capaz de
obter e distinguir com sucesso estruturas proximas a nativa para trés proteinas globulares pertencentes
a diferentes classes estruturais, a partir de trajetérias que iniciaram de conformagoes estendidas.
Esses resultados representam, em tultima andlise, a validacdo da ideia inicial que motivou todo o
trabalho, demonstrando que, ao menos para um conjunto restrito de proteinas, enterramentos atémicos
podem atuar como os Unicos intermediarios informacionais entre sequéncia e estrutura. Esperamos
que a metodologia descrita possa ser vista como o marco inicial de uma nova abordagem em métodos
de predicao de estruturas de proteinas, assim como uma importante contribuicdo a nossa compreensao

dos mecanismos que regem o enovelamento proteico.

6.1 Perspectivas

Durante a trajetéria percorrida até a obtencao dos resultados descritos neste trabalho, diversas opor-
tunidades para refinamentos do método foram mapeadas, e varios novos caminhos emergiram como
potenciais vias de investigagao.

Algumas das linhas de pesquisa relacionadas e este projeto que podem ser exploradas em trabalhos
futuros sao:

(1) O desenvolvimento de um processo que permita correlacionar a qualidade das predigdes de
enterramento as distribuicbes de probabilidades emitidas pelo algoritmo de predigdo, assim como a
identificacdo dos minimos requisitos de qualidade de predicdo necessarios para possibilitar a determi-
nag¢ao da estrutura nativa de uma proteina.

(2) Uma investigagdo das diversas possibilidades de parti¢cdo do volume da proteina em camadas,
possivelmente com variagoes para cada atomo, dependendo de parametros locais, de modo a permitir
o melhor aproveitamento da informagao contida em predicdes com diferentes graus de qualidade.

(3) O estudo dos diversos fatores que influenciam a formagao de estruturas secundérias regulares
nos resultados de simulacido. Os padroes obtidos em nossos resultados indicam que estes poderiam ser
melhorados se dngulos diedrais associados a regioes inacessiveis do grafico de Ramachandran fossem
melhor penalizados pelo potencial. Um dos caminhos para esse objetivo pode advir de ajustes no
efeito do tamanho dos 4tomos no potencial de repulsdo, em particular no impedimento a estabilizacio
de algumas conformagoes locais.

(4) A simulagao de proteinas com cadeiais maiores e o estudo de possiveis modificagbes necessérias

a metodologia para a predicao de enterramentos em estruturas compostas por miltiplos dominios.
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Apéndice A

Entropia e transinformacao

Uma avaliacdo rigorosa da proposta de que enterramentos possam constituir o intermedidrio infor-
macional entre sequéncias e estruturas de proteinas requer que sejamos capazes de quantificar o que
entendemos como a informacao contida na sequéncia, a informacao contida em enterramentos e o re-
lacionamento entre ambas. O arcabougo que permite que tais andlises sejam feitas pode ser fornecido

1

pela Teoria da Informacio”!, cujos principios foram formulados pela primeira vez 1948 por Claude E.

Shannon®!

como uma maneira de estudar os limites praticos de operagoes de transmissao e armaze-
namento de dados, e hoje encontram aplicagbes em areas tao diversas como criptografia, linguistica,
estatistica e neurociéncia.

De acordo com os preceitos da Teoria da Informagao, a quantidade de informacdo emitida por
uma fonte pode ser medida de acordo com a imprevisibilidade dos valores que sua saida pode assumir.
Considere, por exemplo, uma mensagem composta por uma sequéncia de simbolos discretos X, que sdo
lidos sequencialmente por um receptor, sendo que X é capaz de assumir qualquer valor x pertencente
a um alfabeto X. Quanto mais uniforme for a distribuicdo de probabilidades p(z) = Pr{X = z},
mais imprevisivel serd o préximo simbolo lido a cada momento, e podemos intuitivamente considerar

que uma quantidade maior de informacao estard sendo transmitida a cada leitura. Essa intuicao é

capturada pela definigdo da entropia H(X):
H(X)= - p(z)logp(x) (A1)
zeX

Na convencao comumente aplicada em textos de Teoria da Informacao, todos os logaritmos sao
aplicados em base 2, e a entropia H(X) calculada dessa maneira é medida em bits.

A correlacgao entre os valores assumidos por duas varidaveis X e Y pode ser medida pela entropia
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H(X) H(Y)

Figura A.1: Relagdo entre entropia, entropia condicional e transinformagao.

condicional H(Y|X):

HY|X)=—=> > plzy)logp(ylz) (A.2)

zEX yey
Por fim, a transinformacao I(X;Y) mede a quantidade de informagéo que a varidvel X contém

a respeito da varidvel Y, e é dada por:

ZZp x,y) log (() ()) (A.3)

zeX yey

Pode ser demonstrado que essas trés grandezas estdo relacionadas entre si (figura A.1):

I(X;Y) = H(X) — HX|Y) (A.4)
I(X;Y) = H(Y) — H(Y|X) (A.5)
I(X;Y) = I(Y,X) (A.6)

Medidas de transinformacao entre sequéncias de aminodcidos e enterramentos atémicos estimadas
de acordo com metodologia desenvolvida por Juliana Rocha?” sdo usadas no capitulo 2 deste trabalho
como parametros de avaliacdo de qualidade de um método proposto para predicdo de enterramentos

a partir da sequéncia.
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Apéndice B

Proteinas usadas nos bancos de

treinamento

As tabelas seguintes listam as proteinas que integram os bancos de treinamento derivados das duas
versoes do PDBSelect usadas neste trabalho, apds as filtragens descritas no inicio do capitulo 2, na
pagina 15. Cada tabela estd organizada em ordem crescente de tamanho da proteina, e as colunas
indicam, respectivamente, o c6digo PDB, a cadeia, o nimero de aminoacidos e a fragao de residuos que

adotam conformagoes em o-hélices e folhas 3, de acordo com as defini¢bes adotadas pelo programa

DSSP!.
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1x3x
2dob
3e8v
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.2958
.1690
.5417
L2778
.1528
.4583
.4861
.4462
.2055
.5890
.2466
.4730
.6081
.0000
.2162
.5676
.0000
.2432
.1486
.4533
.2400
.5526
.0000
.3289
.5526
.1733
.1316
.6883
.5065
.2857
.1169
L2597
. 7662
.1558
.2597
.3378
.0000
.2308
.5641
.0000
.6582
.5570
L4177
.2405
.4430
.0000
.1875
.2500
.1875
.2500
.0625
.3625
.6375
.5375
.2840
.3457
.0000
.0000
.3580
.6951
.2195
.2927
.5976
.0000
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.3239
.3662
.0833
.2222
.2917
L2778
.0556
.3077
.2329
.0000
.3562
.1351
.0000
.2973
.3108
.0000
.5135
.3108
.2973
.0000
.2000
.0000
.3684
.2237
.0000
.4133
.3026
.0000
.0000
.2338
.2208
.2468
.0000
.3247
L3117
.3378
.3590
.3077
.0000
.1266
.0000
.0000
.2785
.4051
.0000
.2875
.3125
.3375
.3250
.3625
.3875
.2500
.0000
.2250
.2469
.2963
.3704
.2195
.0000
.0000
.3659
.2439
.0000
.6341

76



ipht
lwxc
2amw
2ef8
2h17
3a39
1£563
3kat
1lgrx
1hxv
1yo3
2030
2ytc
3eus
1jfw
1kbo0
1na3
1zkh
2pls
1pdw
1cid
1sjq
lwmi
2afd
1dgn
2cx6
2eaq

3jtn
2bjd
2he4d
3d9t
3fxt
1mbz
2ife
1rll
3bn4
1cy5
115p
1pnb
1tlv
1t23
1lwiu
3czc
1fsh
2ywq
3iez
1im3
1mn8
1ga9
1vbv
1wdm
20fq
2uzg
20zi
3d13
lovy
2hgf
2w50
3jst
1rzx
1x45
2aib
2grg
2i45
2pmu
3fc7
3fm8
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83
83
83
83
83
83
84
84
85
85
85
85
85
85
86
86
86
86
86
87
88
88
88
88
89
89
89
89
89
90
90
90
90
91
91
92
92
93
93
93
93
93
93
93
94
94
94
95
95
95
95
95
95
95
96
96
97
97
97
97
98
98
98
98
98
98
98
98

O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO OO0 OO0 O OO o o o o

.1084
.1644
.4458
.6265
.5000
.1205
.0000
.5119
.4588
.0706
.3882
.0000
.2118
.6000
.0000
.5059
.8256
.1744
.0930
.6437
.6364
.2500
.2841
.4432
.6629
.4157
.2022
.6067
.4157
.2444
.1444
.3778
.3000
.15638
.3077
.0000
.3478
L7391
.1290
.5699
.4194
.0968
.0000
.2796
.3617
.3371
.2660
.0000
.5158
.0000
.1282
.4000
.0000
.2105
.0000
.0417
.2990
.0928
.6082
4227
.1631
.1429
.5408
.1837
.0722
.3367
.2041
.0000
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.3855
.3562
.0000
.0000
.0488
.1566
.3214
.0000
.2118
.3529
.2471
.5663
.2824
.0000
.0465
.0000
.0000
.3140
.25658
.0000
.0000
.2386
.3409
.0000
.0000
.1798
.4270
.0000
.2472
.4333
.3444
.0889
.2889
.3736
.2627
.4130
.3587
.0000
.3011
.0000
.1935
.3978
.5161
.2366
.1064
.3258
.4362
.6316
.0000
.4421
.3718
.1368
.4105
.1684
L4792
.4167
.1753
.2887
.0000
.1959
.4184
.2857
.0612
.3469
.4227
.2245
.3673
.4286

lcqy
1din

lopc
1gb5
2j9w
2v3m
2v76
3cpq
1hdf
1j6q
1jbi
20f5
2zxj
1m2d
inqj
1ztx
2qzi
3gxw
3hpw
3iwh
1bhu
1my7
2gmq
2gol
2hgl
2ida
2jua
lpul
1yvé
2h31
2pv2
3chb
3k2y
1d4t
2930
1jhb
1jiw
inrv
2hsh
2htf
2vkce
imfw
2frg
3fg7
3fza
lyfn
2ppp
1hkf
2nzh
2pd2
2qzt
3e0z
3fov
1t0g
293w
2r2y
1bcp
lejf
lexh
1krs
1vcl
2jp0
2k24
20iz
3b5t
3gnj
1h4dx
1kpf
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99
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100
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105
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.0000
.0000
.3232
.25625
L7273

0842

.1818
L4747
.0000
.0000

0800

.6200
.3300
.1980
.0000

0000

.2376
.2366
.1300
.1980

0392

.0000
.0800
.5980
.2255
.1275
.7647
.6699
.1650

0971

.3398
.2136
.1262
.1827
.0000
.4381
.0381
.1782
.4095

3524

.4571
.1132
.0000
.1981

5094

.1215
.1121
.0000
.1296
.3611
.3796
.5278
.2718

2294
0000

.1193
.1091
.0000
.0000
L1727
.3636
.0545
.3636

0000

.0000
.3545
.4144
.2432
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.5152
.3673
.2424
.3737
.0000
.3474
.4545
L1717
.3500
.3800
.3000
.0000
.2400
.2178
.6598
.5347
.3663
.3011
.3800
.1782
.1765
.4608
.3600
.0000
.2647
.1471
.0000
.0000
.4078
.3689
.3204
.3592
.4078
.2596
.4231
L1714
.5143
.2574
.2762
.1429
.1619
.1981
.6038
.2358
.1604
.3832
.3832
.5463
.3704
.2222
.2870
.0000
L4175
.1835
.3761
LATT1
.3818
.5091
.5455
.3000
L2727
L2727
.3091
.2636
.3636
.1364
.3243
.2252

1ubf
3d1b
1rdo
2pi0
2z6f
2zop
3hh1
irlg
1v9y
2b71
2atp
2qm2
3ich
1fo0
1h8u
1jx7
1rlk
2bgp
2k8e
3hty
1pmé4
1vyn
2h8c
2p8i
1qfo
2f%h
2ijq
2re2
1m8n
1t1j
2alj
2j48
2qjz
2rhk
2z3q
1gy7
2wat
loko
2jba
2qfd
2qgv
3ff4
lijy
2cua
2i2q
2qv0
3glv
1tuj
2dqga
2q9go
2quo
2rdi
2zay
3blz
3cnb
3cxg
1dy5
2p57
3eqz
1dbw
3crn
2q31
2vzp
3hrl
11fo
1gmp
1qu9
2cjt
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L1176
. 7207
.1786
.2946
.0357
L7768
.3462
.4602
.2115
.3009
.0000
L4174
.3739
.0000
.2069
.3190
.4569
.0000
.2328
.0000
.0000
.2222
.3009
.3077
.0000
.1017
.6356
.1780
.0000
.5294
.1849
.4034
.4538
.2353
.5652
.2250
.3583
.0000
.3802
.0000
.2810
.2645
.3279
.0000
.2705
.4262
.3525
.5854
.4715
.2087
.0488
.2683
.4228
.2358
L4472
.2683
.1840
.5081
.4032
.4000
.5040
.3984
.0000
.4316
.1181
L4127
.2520
.0000
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.3529
.0000
.3036
.1786
.5893
.0000
.2115
.1681
.3462
.2301
.5398
.1304
.2087
.5625
.3276
.1897
.2500
.5172
.3103
.5745
.4957
.3333
.2743
.2051
.4103
.3390
.0339
.2542
.6555
.1429
.2437
.1765
.0000
L4118
.0522
.4917
.2750
.4463
.2479
.4050
.2066
.1983
.0328
.4590
.3197
.2049
.1967
.0325
.0813
.3826
L4797
.5203
.1951
.4878
.2033
.3496
.3280
.0726
.2258
.1920
.1040
.3333
.5397
.1263
.5512
.2063
.2205
.6378

2bkm
2k5t
2ohw
2rcd
3fzw
2d9z
2vq8
3abs
3c9g
2ds0
2hyb5
3ct6
11mi
luap
1ypq
2922
3fgy
3i3f
20a2
2pi2
2zp2
3grd
3kht
lefn
1o8v
3dlo
3i7u
3ilh
1is3
1j3w
1wén
2bnl
2ejx
3b9c
3dmc
1cfe
1snc
2h2r
1thn
lwyp
1z1s
2f0x
2guf
lhqz
1ktg
1nmn
2cdo
2duw
2g7b
2jlv
3£08
3grn
1qlu
1v06
2nn8
2qgs7
3d9n
3esm
2ch4
2z7e
3e7n
1gux
1o0z9
2o0fc
2yu6
2z5v
2jda
2zs0
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128
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129
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134
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137
137
137
137
137
137
137
137
137
138
138
138
138
138
138
139
139
140
141
141
141
141
141
142
142

O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO o o o o

.6328
.2578
.3672
.2812
.2812
.1318
.1641
.1667
.2946
.0000
.3769
.4000
.0000
.1450
.1603
.2748
L2977
.2519
.05630
.2097
.1301
L2273
.3333
.3238
.1278
.4286
.2782
.4211
.0000
4478
.0000
. 7442
.3657
.0000
.2707
.3037
.2444
.1333
.3235
.4926
.2426
.1471
.3456
.3139
.2701
.3305
.0000
.3139
.1314
.0000
.2482
.2409
.0000
.1087
.0000
.2847
L7174
.0000
.1007
.4101
.3357
.5887
.5106
.1064
.1986
.2837
.0000
.6761
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.0000
.3281
L1797
.2656
.3984

2636

.3281
.4524
.2403
.4077
.1923
.1692
.4809
.3282
.3130

1985

.4046
.2748
.3106
L4677
.2764
.3712
.1894
.0952
.5564
.2331
.4812
.2030
.6119

2239

.6045
.0000
.4328
.5821
.4060
.1630
.2963
.3852
.2353
.0000
.3897
.3162
.1250
.2336
.4380
.2966
.5109
.1633
.5620
.4338
.3796
.3431
.4420

3043

.6087
.1898
.0000
L4745
.4245
.1799
.2071
.0284
.2199

5319

.2908
L1277
.5493
.0000
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3heb
1fsl
1mhq
lwka
1z6b
2e4m
2fy6
2jla
1kng
2g19
2z5¢
1£08
1jke
lolx
1v7m
2z8a
3ijm
1ido
2prx
laoh
117
2hvw
2pbd
2pdr
1b93
1dzk
10j6
2ibg
lagz
1gtz
2ehg
2hf6
2nxp
3aly
3clj
1a6m
louw
1vkb
20lp
2o0tm
3bbb
3hyq
2f1h
2vof
3h2d
lelk
294n
lam7
20b0
eyt
inbc
ldyo
1mxi
1p6o
luwz
1xww
1zng
2f4w
3fiq
3ily
1xju
1ytl
2fia
1svp
1ww7
29gx
3c8o
1paq
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.3944
.6993
.6853
.1748
L1791
.0000
.2657
.0000
.2986
.2431

2891

.3586
.2069
.3586
.4966
.7034
.2828
.2945
.1681
.0272
.7075
.3265
.1781
.2245
.3986
.0878
.6622
.2015
.0972
.3758
.3758
.3960
.4899
.3733
.6871
7417
.0000
.0946
.7152
.3046
.4040
.2053
.2368
.6291
.2829
.6536
.0000
.3791
.2403
.2143
.0000
.0000
.2885
.4551
.3631
.4013
.0828
.3784
.1083
.4296
.5256
.4051
.3459
.0000
.0250
.3688
.1688
.6522
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.1127
.0000
.0000
.2587
.3955
.4825
.1958
.5070
.2292
.3264
.3359
.2828
.3862
.1310
.0552

0000

.2276
.2671
.2941
.5578
.0000
.2721
.3151
.2585
.2230
.5000
.0000
.2015
.3264
.1611
.2483
.2349
.0671
.3200
.0000
.0000
.6333
.3446
.0000
.15623
.1589
.2914
.4474
.0000
.2368
.0000
.5686
.0458
.3312
.2208
.5419
.4167
.1603
.1859
.3503
.1401
L4713
.1824
.4522
L1197
.0769
.1646
.2642
L4375
.5437
.1688
.3125
.0000

luuy
1xoy
2ift
2ph0
3hwj
1tp9
3bjn
3k9w
1b51
3e8m
lvia
3fet
loxk
1vot
2hzq
2pl2
1gl2
1vjf
1yn9
2fkb
3ci6
lohu
3eti
1x1r
11g7
1zde
2bem
3dmn
1knq
1mka
logv
1lwba
2fco
2zmf
3bx6
3dsz
1sxr
1vOa
3bo7
1g5q
2oh1
294i
2yzk
3ck2
liaz
2au7
1m4i
1wlt
2acft
2gui
2iwr
3e81
3eyb
la3c
2dre
2q3f
3gxb
lisp
1jwq
imjn
insl
2zul
3dou
2gmw
2j2j
2rba
lcrb
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.4348
.0497
.2733
. 2547
.0000

2593

.3889
.4233
.7386
.3354

5032

L2121
.6329
.1205
.0783

1627

.5030
.2364
.4000
L1677

3373

.5241
.3571
.3491
.1636
.0807
.0412
.2454
L4737

1520

.3450
.0000
.3419
.3430

1744

.0988
.2601
.0000
L1176

3103

.2644
.0230
.3614
.1149

1086

L1714
.2330
.0568
.3523
.3807
.3409
.0000
.3239

3155
0000

.3146
.3164
.3073
.4022
.3184
.2611
.0722
.3239

3407

.0000
.3516
.1591
.3953
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2112

.3478
.2981
.3106
.4800

2963

.1296
L1779
.0000
.1341

1419

.3091
.0000
.3554
.4096

3735

.0659
.2242
.1187
.3473

1867

.0000
.2262
.2485
.3576
.4845
.3765
.1963
.15679

3509
2164

.4269
.2645
.2267
.4186
.4244
L1792
.3801
.2647

2299

.2586
.4655
.2892
.3161

4686

.3143
.3636
.4545
.1818
.1875
.2443
.3807
.1875

3393
3064

.1910
.2203
.1788
.2179
.2235
.2944
.5500
.2386

1538

.4066
.1429
.4148
.1628

lydm
2ejb
2np5
2v73
luww
1zr3
2fhp
3cpm
loej
1rhy
2008
1jhs
1ukf
2h29
2pnm
3kdh
1i8a
2q4m
2ccm
2veb
2r2a
3bdv
1fvg
2cc0
3cr3
3er6
1gap
1nxm
1yll
202n
2wlj
3c7m
lioo
2fbt
lcex
2gz4
3imm
1jss
1t9f
lyad
lydg
1z8h
11n1
3i3q
3e7d
1940
2vtw
1b09
2952
1h2e
1jy5
3fhg
1gtv
3eja
3f0p
1q0p
1qre
leyq
2cz2
3fzx
1q60
3blb
3giu
lem2
1hOh
2d39
1x1z
2dho
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183
183
183
183
184
184
184
184
187
187
187
188
188
188
188
188
189
189
190
190
191
191
192
192
192
192
194
194
195
195
195
195
196
196
197
197
197
199
199
200
201
202
203
203
204
205
205
206
206
207
207
207
208
208
208
209
210
212
212
212
213
213
213
214
214
214
215
215

O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 o o o o

.2678
.4181
.6855
.0437
.0000

4022

.2626
L2717
.2620
.3536

5989

.2021
.4149
.3936
.1538

2553

.0000
.0898
.5947
.6000
.0526
.3508
.2652
.3958
.5104
.3750
.1105
.0412
.0000
.6483
.1897
.4923
.3265
.3929
.3452
.5381
.0203
.2312
.0000
.4241
.4328
L4703
.2414
.1330

4314

.1742
.0195
.0437
.6505
.3527
.2500
.6812
.5048

0192
3846

.2953
.1048
.3868
.4360
.0190
.4460
.4350
.2682

2336

.2196
.1190
.4744
.2465

O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 O O o o o o

.1311
L1977
.0000
.4481
.3443
.2120
.2626
.2283
.2888
.3039
.0000
.3883
.2660
.1596
.2692

3351

.4656
.3054
.0211
.0000
.1947
.0890
.1302
L1771
.0000
.2031
.4105
.3608
.5812

0000

.3026
.1128
.1888
.1786
.1472
.0305
.3096
.4070
.4101
.1885
L1791
.1386
.4039
.2956

0980

.2022
.4390
.4078
.0000
.1739
.2353
.0000
.1202
.3125
.2115
.1969
.3190
.3066
.0758
.5095
.2019
.1200
.2019
.3505
.2150
.2810
.1814
L2977

2gef
2q0s
2jig
2081
3cp7
2g6y
3flp
2d3y
2i3d
2ij9
20qz
2qmo
3bo6
3guy
1tqj
1fdp
logl
2psi
3h7j
2p7i
3c3y
lolz
la7t
1g8a
w2y
2hqz
1zos
leix
1sgj
2ac7
2f6u
3ebt
lo6e
2h5y
1zi8
2wbr
3cu2
1sfl
2ywv
2zzj
3khi
2bd0
1h7e
luay
2apj
3d21
lagj
2bkx
3hft
1jzt
3enz
3gne
1ybl
2uje
loe4d
1qq7
2dr3
3f1l
1xal
1ybf
2fim
3hoj
1sgd
2ako
2gtr
3ddo
1pix
2dur
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215
215
216
216
216
217
217
219
219
219
220
220
220
220
221
222
223
224
224
225
225
226
227
227
229
229
230
231
231
231
231
231
232
232
233
233
234
236
237
238
238
240
241
241
241
241
242
242
242
243
243
243
244
244
245
245
245
245
246
246
246
247
249
250
250
250
251
251

O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 o o o o

.1618
.3674
.1269
.0694
.0972

0372

.0369
.3653
.2557
.4378

1481

.3545
.3000
.4244
.3134

0754

.0359
.3929
.0357
.3200

4178

.3451
.2731
.2291
.6368
.0176
.3304
.4242
.4286
.3484
.3680
.0000
.3142
.3707
.3348
.2667
.3205
.3632
.2996

0420

.4578
.4167
.3154
.4232
L2971
.2282
.1364
.3058
.2810
.2922
.3128
.0000
L4979

4180
4531

.4653
.3106
.4122
.3347
.2822
.0897
.3806
.4900

3942

.4920
.2645
.4741
.0199

O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 O 0O o o o o

.3039
.1302
.3046
.4120
.3287
.55635
.4470
.1233
.2009
.1475
.2130
.1136
.1636
.1756
.1982
.3668
.3677
.2545
.5670
.2311
.1956
.2257
.3216
.3128
.0189
.5022
.3130
.1602
.1688

2896

L1775
.5502
.2301
.2414
.2017
.3244
.2137
.1923
.3376
.5420
.0578
.1708
.2324
.1618
L1799
.3278
. 3347
.1694
.1116
.1481
.2922
.4527
.1564
.1352
.1143
.1061
.2936
.1347
.2408
.1743
.3462
.1498
.1606
.1635
.1480
.2810
.1434
.4104

78



3ds8
1sby
3bf7
2iip
3ho6
1ro7
1xgbh
2pif
loaa
1qgi
3cpg
1j60
2a40
luwc
2h0q
1m3u
1xu9
2cki
2cmg
3k31
2g8o
2qjv
1ak0
1mhm
3en0
2cb4
2dwu
1x8h
3bmo
2zvr
2q02
2003
1jtd
lwxc
2ggs
2gap
2hvm
2wlv
3bxp
1w2f
2bji
3fls
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253
254
254
256
256
257
257
257
259
259
259
260
260
261
261
262
262
262
262
262
263
263
264
264
265
266
266
268
268
269
270
271
273
273
273
273
273
274
274
275
275
275

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO O OO OO0 OO OO OO OO Oo

.2055
L4173
.3819
.3651
.2480
.2879
.4514
.2047
.4479
.5212
.3661
.3923
.2500
.2874
.3065
.4160
.4942
.1374
.2634
L4122
.2852
.0152
.5758
.2165
.2491
.1004
.4662
.2863
.4382
.4601
.3778
.3731
.0000
.3333
.3700
.3223
.2930
.25655
.3062

3164

.3650
.0992

C.2 Proteinas

PDB C Tam a

.0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.1333
.3333
.5806
.1250
.0000
.6000
.0000
.0000
.1944
.1081
.3514
.0000
.1000
.6750

1t2y
3gj4
3gj3
11u0
3edh
3g9y
1j51
3e8y
1mzw
lclv
2ho2
1wy3
irju
2jyp
2nls
1locO
2eq7
1fre
1p9g
2erl
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25
25
27
29
29
29
30
30
31
32
33
35
36
36
36
37
37
39
40
40

.1660
.1890
.1417
.2579
.2683
.1323
.1440
.1181
.1583
.0541
.1299
.1638
L2577
.2414
.1073
.1374
.1467
.1450
L2977
.1450
.2510
.3498
.0303
.3661
.2830
.2124
.1805
.2467
.1474
.1445
.1444
.1940
.4286
.0147
.1575
.2464
.1905
L2774
.15612
2073
.2409
.3015

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OoOOoO OO OO OO Oo

2fy7
3fcx
1xru
2hte
2clw
1wb4
2ri11
1fOn
luoc
2afy
2gfq
3b4du
3isr
1zby
3cij
3daq
3fsu
1fxo
1w3i
3bcz
2fu9
1h12
3d7r
3got
29pq
2ciw
2qch
204j
3gn6
1vju
3cl6
1ufb
1210
3dz1
3ijd
1hin
3hril
1rq2
3hjv
3c4u
luxj
1u60

usadas em

.0000
.1600
.1481
.0000
.2069
.1379
.0000
.3333
.0000
.1250
.3939
.0000
.0000
.0000
.3333
.0000
.0000
.0000
.2000
.0000

O O O O O O O O O O O OO OO OO OO O™

3e21
3eTr
1£d3
3d36
1mkc
199b
1bhp
lejg
2f3c
1ptq
1tc3
2gkt
4sgb
1gvd
1jjd
1yk4
2ra2
2fdn
2gnc
3cids
3fil

A 277 0.2342
B 279 0.3406
B 281 0.0786
A 281 0.2747
C 282 0.3382
B 283 0.2898
A 283 0.3121
A 284 0.3768
B 286 0.3984
X 286 0.1273
A 288 0.2535
B 288 0.4549
D 289 0.1522
A 291 0.4605
A 291 0.3265
C 292 0.4555
E 292 0.4893
G 293 0.3311
A 293 0.4778
D 293 0.3276
B 294 0.2368
A 295 0.5017
A 296 0.3186
A 296 0.3898
B 297 0.3767
A 298 0.3523
A 298 0.0000
A 299 0.6266
D 300 0.2862
A 302 0.3973
A 302 0.3742
A 303 0.2277
B 303 0.2937
A 303 0.4053
A 303 0.4757
B 304 0.3388
A 305 0.6557
B 306 0.3864
A 306 0.4412
A 307 0.5256
C 308 0.4352
A 309 0.4757
ambas as
A 40 0.6750
L 40 0.2500
A 41 0.1463
C 42 0.6190
A 43 0.0000
A 43 0.0930
A 45 0.3778
A 46 0.4130
I 46 0.2391
A 50 0.0800
C 51 0.5686
I 51 0.1961
I 51 0.0000
A 52 0.5577
A 52 0.0962
A 52 0.0000
F 53 0.0000
A 55 0.0727
B 55 0.0000
B 55 0.0000
A 55 0.2545

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OoOOoO OO OO OO Oo

.2045
.2138
.2929
.3077
.1985
.1873
.1489
.1901
.1328
.1745
.2361
.1285
.3183
.0687
.2268
.1404
.1429
.2253
.1229
L1775
.2180
.1254
.0814
.1593
.1918
.0336
.4933
.0290
.1886
.2568
.1192
.2706
L2211
.0532
.1458
L1776
.0000
.2407
L1111
.1433
.2126
L1197

2vpn
3b50
207r
2e6f
2pt0
2aeb
3klu
3emb5
3h63
1ijq
2ixo
2v84
1lysi1
3hbc
2dvt
1y2k
3epw
3dss
2g4h
3dxt
2afb
1ri6
1y7t
2w18
2hz1
2e3b
1pby
2pqm
1ceo
1s4n
2bfd
lek6
2isn
2q49
3ib0
2a7n
1luvg
2hds
1jdw
2oui
2jep
2d81
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310
310
311
312
313
314
314
315
315
316
316
319
320
320
324
326
326
327
330
331
332
333
333
333
334
336
337
338
340
340
341
345
345
345
345
353
356
358
360
360
362
363
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.4839
.4452
.3377
.3526
.3291
.3567
.0000
.3238
.3238
.0000
.5304
.3386
.3625
.1608
L4224
.6378
.4202
.4434
.2500
.2659
.3242
.0000
.4128
.0000
.4731
.3601
.0000
.3550
.3934
.3452
.3483
.3971
.2186
.2725
.2749
.3966
.4561
.3240
.2333

2556

.3343
.51562

versdes (Novembro

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o

.0000
.2000
.2683
.0000

0930

.0930
.1333
.0870
.1957

2000

.0000
.1765
.1961
.0000

0769

.2115
.1887
.1818
L4727

5818

.4000

1zuu
1ft8
2vpb
1g6x
1k78
loot
1zuy
2rh?2
loai
1d0d
2viq
1dtd
1i2t
1kql
1npi
2f4m
1syx
2iim
2nn4
1cse
194
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56
57
57
58
58
58
58
58
59
60
60
61
61
61
61
61
62
62
62
63
63

O O O O O O O O O O O OO O OO O O O O O

.0000
.4130
.2982
.1379
.55617
.0000
.0000
.0000
.6271
.1333
.0000
.0984
.8197
.1803
L1311
.6557
.1452
.0000

6935

.1746
.0000

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO oOoOooOoo oo oo

.1935
.1935
.2143
.1987
.1634
.1529
.3726
.15687
.1905
.4756
.0128
L1724
.1812
.2154
L1211
.0000
.1595
.0000
.2078
.2568
.1896
.5495
.1835
.5852
.1437
.0595
.5015
.1568
.1471
.1250
.19562
.1826
.2814
.1942
.1842
.1275
.1331
.2235
.1972

2278

.1298
.0441

3fd5
2jhf
3g62
2qgy
1gwl
3euo
2hih
2ib8
3h12
2zu9
2aqb
3h2g
2i49
1ru4
2bwr
2vba
3ivy
11nl
1jnd
3b9t
2qfr
2nvp
1ia6
2vdu
1qwo
loyg
3kez
20sx
2ij2
1gkp
3gue
2ipi
1wdp
3cgh
2hjo
1hdh
20lr
luwk
2990
4ubp
2ad6
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369
374
375
376
379
379
386
391
392
393
395
396
398
400
401
404
408
409
419
419
424
430
431
435
436
440
447
449
457
458
475
492
493
507
511
525
535
554
559
570
571

O O O O O O O O O O O OO O OO O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO o

.3216
.2353
.25633
.3936
.3138
.3641
. 3446
L3171
.3852
.3573
.0127
.3737
.3769
.0175
.0000
.3515
.4489
L2787
.2693
.0859
L1321
.3907
L4753
.0505
.3862
.0886
.3647
.2784
.4878
.3013
.2435
.2500
.3387
.3964
.2133
.2838
.2542
.4170
.0787
.2544
.0403

de 2009 / Marcgo de

O O O O O O O O O O O O O O OO O O O O O

.3750
.1304
.1053
.2414
.0000
.4310
.4138
.4561
.0000
.2000
.4000
.4590
.0000
.5410
.1967
.0000
.2681
.3871

0000

.2698
.5397

2pbk
3eg3
1to2
lucs
3fju
inol
1sj1
1tg0
iryq
1tuk
1z3e
209s
1sf0
1vbw
1di2
1gcq
1whz
1kw4
2vqc
1c75
2ewt
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63
63
64
64
65
66
66
66
67
67
67
67
68
68
69
69
69
70
70
71
71

O O O O O O O O O O O O O O OO O o O O O

.5556
.0000
.1746
.0625
.1692
.5152
L2727
.0000
.0952
.4925
.5373
.0000
.0882
.1618
.4754
.0000
.3768
.5714

4429

L4789
.6197

O O O O O O O OO O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO OO OO OO OO OO OO oo

.2485
.2299
.1280
.1702
.1250
.2190
.1321
.2199
.1658
.0859
.3899
.1907
.1457
.2675
.3367
.1931
.1047
.1051
.1845
.2888
.2759
.0884
.0235
L4734
.1103
. 3886
.0403
.1849
.1109
.2096
.2543
.2154
.1014
.0197
.1957
.1448
.2355
.1318
.3506
.1754
.3538

2012)

O O O O O O O O O O O O O O OO O O O O O

.15687
L4127
.2222
.1250
.1846
.0000
.2424
.4394
.3333
.0000
.0000
.4030
.1471
.2059
.2295
.3623
.1739
.0000

1714

.0000
.0000

79



2hip
1cc8
1wm3
2vc8
3d2w
1hlq
10k0
2zc2
3g90
2rhf
3b7h
1t8k
lvcce
2ibu
2k51
295w
3£52
2fu?2
1kp6
1xmk
2fi0
3ibw
1bdo
imj4
lusm
1zzk
2qcp
lcxy
ligz
1rwj
1vqgo
2bps
2fu4d
2b18
2ffm
451c
1bb9
1hql
lugi
2abs
2bv2
2ckx
2d3d
2gzg
2zrr
3ge3
2ywk
3ihs
lopd
lwlz
2p13
2gsb
2bkf
2zxy
laba
1nh9
lwmg
1x61
2ip6
2nqw
3glj
1gxu
2bt9
2cov
lay7
1h8e
1wv9

293g
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71
72
72
72
72
74
74
75
75
76
76
7
7
7
7
7
7
78
79
79
79
79
80
80
80
80
80
81
81
81
81
81
81
82
82
82
83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
84
84
85
85
85
85
86
86
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
89
89
89
89
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.0000
.2917
.15628
.0000
.2083
.0811
.0000
.6267
.2933
.6842
.6053
.5455
.1429
.6494
.0000
.2338
.7013
. 7949
.2785
.5190
.4684
.1899
.0000
.2125
.3846
.3625
.0000
.2346
.1852
.1605
.3210
L1111
.5062
.6914
.2073
.4634
.1084
.7013
.2169
.32563
.0000
.6506
.5783
.5422
.7108
.1687
.2143
.2857
.3765
.6000
.2024
.6471
.2907
.4419
.3448
.3457
.4828
.5862
.7011
.2414
.0000
.2386
.0000
.0000
L4719
.0000
.2614
.1461

O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO OO o o o o

.1408
.3611
.3333
.5139
.3750
.0541
.4459
.0000
.0800
.0000
.0000
.0000
.3247
.0000
.1818
.2857
.0000
.0000
.2632
.1266
.0759
.3544
.4500
.2000
.2436
.2500
.5375
.1975
.1728
.0988
.3086
.2963
.1235
.0000
.2683
.0000
.2892
.0000
.3735
L2771
.4217
.0000
.0000
.0000
.0000
.3133
.3452
.2143
.2706
.0000
.1667
.0000
.3721
.0000
.1839
.3704
.0000
.0000
.0000
.2299
.3793
.4091
.6818
.6023
.1798
.6180
.1136
.4382

2qgl
3fdr
1yd3
2e3h
3g27
1nu4
2gpi
2071
1qys
1y8x
2yxm
1bc8
1n0q
lwri
2fhz
2gzv
3dr0
1gzm
2feb
1cbe
1xmt
1jo0
11ni
1mwp
2cbp

iriq
lurr
1w2l
2cwr
3cnr
1kwi
2hlr
2p9x
1bm8
1plc
1r77
2ce0
2hpj
2qj1
2pd1
2vlg
1yOh
2hj3
3d33
3gwl
1xer
23j73
leaz
1i0v
1jrm
2bt6
11kk
1m9z
20v0
2p04
lalx
1btn
lewd
1nnx
1x1q
2fhz
2vq4d
3dqy
7fd1
1gad
2ida
2ibf
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89
89
90
90
90
91
91
91
92
92
92
93
93
93
93
93
93
94
94
95
95
96
96
96
96
96
97
97
97
97
97
98
98
98
99
99
99
99
99
99
100
100
101
101
101
102
103
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104
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105
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106
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.1685
.1461
.4333
.0000
.3049

3516

.3407
.6484
.3261
.2391

0000

.3656
.5269
.1398
.1613

1630

.5269
.55632
.1489
.0526

2526

.4167
.1146
.1146
.0625
.2632
.1649
L2577
.3299

0000

.2283
.1954
.0000
.7755
.3737
.0404
.0000
.4444
.5455

1515

.3200
.1915
.3168
.6931

0000

.7059
.1359
.0000
.2039
.1635
.2212
L1731
L1714

0000
0000

.1619
.0377
L1792
.3113
.0426
.1226
.3491
.0000

0000

.1698
L1714
.3364
.1500
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.3371
.3034
.2333
.4024
.0976

2527

.2527
.0000
.4022
.2500

5326

.1290
.0000
.3333
.3333

3370

.0000
.0638
.3404
.3158

2842

.2083
.2396
.3438
.3333
.0632
.2062
.3814
.0619

6392
3587

.4023
.2857
.0000

2727

.3535
.5051
.0000
.0808

3131

.3200
.3404
.2673
.0000
.4947
.0000
.25624
.5634
.3786
.2692
.2115
.2308
.2671
.4190
.4286
.3238
.4811
.3679
.3113
.5000
.1981
.1887
.5283

3491

L1132
.3048
.2804
.4300

2w2x
la2p
1bkr
1gmx
1kaf
2ptt
2pvb
lycc
2j6b
3b33
3how
1mif
1smo
2hdv
2pu9
inyc
1xg8
1qc6
2euc
2mcm
2vh3
3d6i
3f14
3ffy
lifr
1pz4
1r26
2chh
2waq
3eul
3fxh
4fiv
1lo7i
1pp7
1s3s
1sau
2cxy
3enu
3flp
1vqo
3gtz
3h79
1fc3
2fb6
2wb6
3bj9
3cpb
3h9x
2¢yj
1£f71
1zma
2bda
2djf
2mhr
3a07
3fka
1mai
1srr
1wou
2g3r
2p2e
3fz4
3h3h
leaj
inez
1wOn
3b7c
3dip
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107
108
108
108
108
108
108
109
109
109
109
110
110
110
110
111
111
112
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112
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113
113
113
113
113
113
113
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114
114
114
115
115
115
116
116
116
116
116
116
117
118
118
118
118
118
118
118
119
119
119
119
119
119
119
120
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120
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O O O O O O O O O O O O OO OO O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO o o o o

.1869
.2037
.5370
.4167
.3333
.0000
.5047
.3704
.2569
.2752
.2569
L1792
.0364
.1635
.5273
.0721
.3670
.1204
.5648
.0000
.5446
.2963
.1786
.2946
.0000
.2301
.3805
.0000
.0000
.3067
.6018
.0631
.0000
L4474
.2315
4474
.5439
.0877
.2105
.4348
.25622
.3478
.6724
.4224
.2807
.0000
.5948
.2500
.2479
.3729
.4237
.3162
.0339
.6441
.0000
.2288
.2437
.4622
.3529
.0756
.0924
.3529
.3193
.0000
.0000
.0000
.2250
.2833
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.4299
.2315
.0000
.1852
.3796
.4444
.0000
.0000
.2569
.2294
.3119
.2925
.5091
.3365
.0000
.5405
.2110
L4722
.0000
.5804
.0000
.2685
.4911
.1964
.4690
.2832
.2478
.7080
.4867
.2000
.0000
.4425
.4912
.1930
.1944
.0702
.0351
.3421
.3596
.2348
.3043
.2000
.0000
.2069
.3421
.5086
.0000
.2069
.3333
.3305
.1949
.2222
.6186
.0000
.3814
.3983
.3109
.2017
.2269
.5210
.3109
.1429
.2621
L4917
.4917
.6333
.2583
.1417

3e9v
3egn
3jql
lufy
2bh4
2gkg
1c44
207a
1gu2
1ob9
3ef4
1nwz
2ehp
3ehg
3fsa
ifgy
looh
2fuf
2hsb
3gwr
1g6g
2gxf
2jbx
2py2
2ucw
3g8k
3i2v
1doi
1gpq
1jbe
2hew
3cip
3g8z
1knm
2d48
2nsz
2vb1
2vuv
1j£8
1tx9
luuz
3nul
lifc
1p0z
1t3y
1tuh
2gsj
2v4x
3cxk
3f8x
3fk8
lod3
1vqo
2pie
3ebt
1gp0
2c60
2hnf
3d5p
3dmo
3ga3
3i7m
1dqg
11ud
Imc2
2vlq
3flt
1e29
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120
120
120
121
122
122
123
123
124
124
124
125
125
125
125
126
126
126
126
126
127
127
127
127
127
127
127
128
128
128
128
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129
129
130
130
130
130
131
131
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131
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131
132
132
132
132
133
133
133
133
133
133
133
134
134
134
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135
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.4667
.3167
.4202
.2149
.3636
.4344
.3659
.6897
.4919
.3065
.1210
.2320
.3200
.3680
.1463
J1111
.5794
.1984
.6984
.1840
.0945
.2203
.6429
.1339
.2764
.1575
.4320
.2031
.2656
.4252
.0469
.2031
.2283
.0000
.5814
. 7442
.3101
.1783
.4000
.5308
.2326
.2769
.1145
.3206
.3282
.3511
.4344
.5420
L1221
.3231
.4046
.0000
.0758
.0303
.2000
.0000
.2907
.0000
.3233
.2857
.0526
.2632
.0000
.3134
.4016
.3209
.1642
.3630
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.1667
.2417
.0672
.2810
.0413
.1967
.2358
.0000
.0645
.3548
.3306
.2800
.2080
.2640
L3171
.3730
.0000
.3095
.0000
. 3440
.3780
.3390
.0000
.3307
.3008
.3071
.1600
.2500
.3047
.1732
.5078
.3359
.4173
.3023
.0465
.0000
.0620
.3411
.1692
.0000
.2636
.2923
.5878
.2824
.3206
L4275
.1639
.0458
.2901
.3000
.1603
.5496
.3409
.3485
.4154
.3759
.2674
.4504
.2481
.2256
.3985
L1729
.3134
.2313
.0656
.1045
.2910
.0444
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2fvv

3h16
20kf
lccw
1tvg
1vkk
1vhb
2r6q
2vac
2yvq
3d3b
1j7d
1jmv
3eur
1bOb
1cgbh
1rg8
2nwf
2u72
2ucj
lavg
2j3t
2o0lc
2zou
3bln
3cgb
2h10
3f9s
108x
2vt8
1ilr
1nww
1r9w
2qgeb
1dm1
1it2
1zce
1f4p
1h97
2zex
1k66
1smb
3edo
3f2z
2fom
2vvw
1fle
1védp
2nl9
2nrr
20b5
1bvy
1byr
1x3k
1gny
1gwm
Imfm
2bk9
2imj
3eye
3gxh
1398
2agm
2cak
3eqe
2b18
2d37

>k w0 >0 OQH®>>>®E>>>>>>> > > > > 0> >

135
135
135
136
137
137
137
138
138
139
139
139
140
140
140
141
141
141
141
141
141
142
142
142
142
142
142
143
143
144
144
145
145
145
145
146
146
146
147
147
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149
149
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150
150
151
151
151
151
151
152
152
152
153
153
153
153
153
153
153
154
154
154
154
155
155
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.2444
.3259
.3435
.3769
.4161
.0000
.3212
.2029
.0000
.3657
.4148
L7122
.2429
.4000
.2643
.7163
.6950
.0000
.0567
.6879
.5816
.0563
.3262
.2113
.0000
.2324
.4923
.25617
.2867
L2797
L2778
.0000
.2690
.3741
.6345
L7397
.6301
.1301
.3061
.6599
.0000
.3691
.4027
.2685
.0000
.0267
.6800
.5828
.2980
.6643
.3662
.2384
.3421
.3750
.6974
.0392
.0000
.0261
.6732
.2222
.3464
.3684
.3247
.0000
.0519
.1299
.3935
.1355
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.38562
.4519
.2061
.2692
.2190
.5294
.2847
.3913
.5797
.3284
. 1407
.0000
.1643
.2500
.2500
.0000
.0000
.3688
.3191
.0000
.0000
.4085
.1986
.3662
.3901
.3592
.1692
L3776
.3077
.2308
.2361
.5103
.3655
.3165
.0000
.0000
.0000
.2945
.25617
.0000
.4626
.1409
1477
.2282
.3893
.5000
.0000
.0265
.3179
.0000
.2635
L1126
.1974
.2763
.0000
.5098
.4837
.3791
.0000
.3203
.2353
.1250
.2273
4221
.3831
.2792
.2194
L4774

2yv0
3alb
inif
inyk
2ewr
2vxt
2fgl
2nut
2qim
2vy8
3gkm
1y93
2ywn
3ip0
2hwy
2i6¢c
3ctb
3f0d
1r8s
2bzv
2arc
2i6j
2001
3d3s
3fnc
3gbw
11ke
2p8g
1z4r
2gkp
2ims
2vim
1tt8
2aen
2q7b
1wko
1io0
2qf4
3bnw
3eyi
3d3m
1bwn
1dvk
1rct
lowl
1qft
1r2q
3fj2
1y43
2nnb5
2ufi
1cv8
2pcl
1loh4d
irtt
1y63
2scp
1kt7
1z6m
2a2k
1d2s
1d4o
leb6
1kmq
2znr
2bue
1wc2
1idu
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155
155
156
156
156
156
157
157
157
157
157
158
158
158
159
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160
161
161
161
161
161
161
162
162
163
163
163
163
164
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166
167
167
167
168
169
169
169
170
170
170
170
171
171
172
173
173
174
174
174
174
175
175
175
176
177
177
177
178
179
180
181
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.3548
.2953
.6364
.0256
.3782

0385

.2675
.3285
.2548
.4052

2994

.2278
.1656
.2848
.5000

2848

.5283
.2975
.3000
.0000

2174

.5404
.1709
.2245
.3292
.0000
.1266
.0926
.3067

3519

.6135
.2761
.1280
.0610
.2439
.0970
.4578
.0000
.1887
.4531
.7284
L1173
.6358
.2722

3512

.1183
.3059
.2000
.0000
.3450
.1163
L2717
.2254

0230
3736

.4852
.5690
.0971
.3886
.2907
.0000
.3277
.5141

3333

.2584
.3017
.0833
.1602
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.2839
.1275
.0000
.2756
.2692

5256

.1465
.2555
.4522
.1373

2675

.1709
.2649
.2632
.1121

25632

.0000
.2975
.2188
.3562

3416

.1242
L4367
.2617
.3354
.4688
.4873
.3210
.2883

2840
0000

.1902
.3780
.5610
.2805
.3212
.0904
.4970
.3774

1406

.0000
.3333
.0000
.2189

3333

.4142
.2824
.3471
.5556
.3567
.2907
.2890
.2486

5920
1782

.1638
.0460
L4571
.1029
.1570
L4971
.1695
.0791

2542

.3483
.2905
L2778
.4309

2dy0
2j8k
imvl
209a
3h8t
1pmh
3hp4
3igr
1x8q
3a35
1t0i
2vrn
2zk9
3gxr
1kmv
2pl4
3hyn
lysq
2rk3
3eln
lebk
1wl8
20s0
2rci
3dcm
1599
2dfb
2nw0
1m70
lucd
2iqy
2jgb
1qvl
1vhu
2gzq
2wll
3hmz
1ui0
3d06
2gml
1i9s
1ghv
3c9q
2o0sa
1wOh
1yd7
2pvq
2vpt
2wlb
1jml
lyuz
20pi
2imf
1hdo
1ix9
2c71
2czq
2o0xcC
2pu3
2vyo
3cba
3fde
1g66
1nf8
1s%u
2vub
3bdi
3dxy

=m0 > NED>D>>>D>>E >R > N> TE D> X> > > > W

181
181
182
182
182
183
183
183
184
184
185
185
185
185
186
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186
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188
188
189
189
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190
190

191
191
191
191
192
192
193
194
195
195
196
199
199
201
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201
202
202
202
203
205
205
205
205
205
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206
206
206
207
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.3204
.0497
.4023
.4011
.0220
.0328
.4590
.2404
.1087
.0489
.3427
.3027
.2270
.5081
.1838
.4462
.2097
.4286
.3763
.1337
.3032
.2353
.2167
.2979
.3723
.2460
.0529
.2646
L4474
.2842
.0789
.25653
.5798
.3560
.0995
.0262
.1466
.4219
L0773
.2021
.3263
.0000
.2051
.6582
.2714
.2765
.4826
L4527
.3383
.0792
.5446
.3465
.5665
.3024
.5220
.4098
.3268
.4098
.4638
.3592
.3367
.1408
.3382
.3575
.5495
.1063
.2271
.3188
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.3425
.0000
.1667
.2253
.5110
.4863
.1366
.3224
.4402
.4402
.1910
.2324
.2757
.0324
.3027
.1720
.1452
.2143
.2097
.3583
.2128
.3048
.2500
.3617
.1596
.1818
.6138
.2857
.0000
.2263
.25626
.3032
.0213
.2094
.2251
.3665
.3403
.1094
.3591
.1969
.1000
.3385
.1846
.0000
.1558
.2000
.0846
.1393
.1642
.2822
.0396
.1634
.0985
.2098
L1122
.1268
.1512
.1415
.1353
.1602
.1508
L2573
.1449
.1739
.0000
.3671
.2029
.2029

3ein
1tu7
1wzd

3boe
les9
2bkr
2hal
2vcl
11bu
1sfs
2iuw
3bhd
3dtn
3eng
3gnz
1ula
3bwy
1jgl
2uur
1k4i
2wag
1w66
3dlc
2pof
leuv
2a6z
2dgd
2nlr
2o0ch
1gxy
luai
3fci
1byi
1pg5
1g61
2ex4
2tps
2cws
1nfp
1£32
2gb4d
3h31
3igs
1k7c
2f5t
2jen
2jfr
2val
1t12
1qvz
inls
2hyk
3cjw
11st
1p5z
1ql0
1tgh
1z9t
lymt
3cql
3i94
lotk
2h8g
2u3z
3ega
3hi1
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207
208
209
209
209
212
212
212
212
213
213
213
213
213
213
213
214
214
215
215
216
217
218
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224
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225
226
226
227
228
230
230
232
232
233
233
233
234
234
235
236
237
237
237
238
241
241
242
242
243
243
243
244
244
244
244
244
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.5604
.5240
L7273
.3876
.3158
.4245
.4265
.05619
.1787
.3146
.3099
.1748
.2796
.4178
L1127
L1179
.0187
.4159
L2977
.0616
.3426
.2681
.25623
.3744
.1689
.3801
.0180
.3874
.0450
. 7568
.3274
.0000
.3229
.3527
.0848
.2933
.3423
.4248
.0396
.4561
.2926
.2696
.0345
.3922
.3305
.2275
.0429
.2991
.3744
.0851
.3051
.0000
.0000
.6364
.3403
.5130
.1660
.4504
.1992
.6949
.4033
.3539
.6516
.3443
.3598
.0000
.2676
.5796
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.0773
.0913
.0000
.1627
.1818
L1132
.1659
L4764
.2705
.0798
.2066
.3252
.3412
.2441
.2207
.3302
.4907
.2290
.2612
L4171
.2083
.2074
.2798
.2283
.1598
L1719
.4550
.1622
.4910
.0000
L1794
.5202
.1076
.2009
.3304
.2444
.2703
.1549
.4802
.1886
.1965
.2696
.2543
.1078
.1416
.3991
.5451
.2607
.2026
.4085
.1059
.4599
.4346
.0000
.1933
.1130
.1950
.1405
.2282
.0254
.0000
.2346
.0000
.25641
.1506
.3063
.25635
.0000
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1kb5
3e0x
109g
2vxn
1zjz
20kg
1xqo
2bsy
1xm8
3dha
1ggq
2yvt
3c70
1m2x
2qdx
11lug
2agk
lep3
2rbb
2z4u
larb
2ggc
1m40
lomz
1qop
2p01
lody
1quy
3ch0
1gci
lwma
2ci1
1qqf
11tz
2vha
1b8o
2imq
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245
245
249
249
251
251
2563
253
254
254
255
256
256
257
257
259
260
261
261
261
263
263
265
265
267
269
270
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272
275
275
275
276
277
277
280
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.3143
L2776
.3855
.3936
.4303
.3160
.6403
.0200
.3465
.1890
.3167
.2812
.3516
.2611
.2101
.0659
.3149
.1571
.3180
.3716
.0570
.2433
.3840
.2953
.4850
.2921
.0630
.0851
.2509
.3048
.4691
.2364
.6123
.4182
.35651
.3036
.1357

C.3 Proteinas

PDB

3uz6
2plx
1zmi
1zmm
2x9s
3a9j
3ibw
3qte
3mjh
lomb
1cbh
4cpa
1296
3odv
3r8s
3pis
1fs1
1px9
3b0f
2yvr
1e8p
2009
2j%u
3psm
3bsu
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[x]
g
R
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.2800
.6923
.0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.3235
.0000
.0000
.0000
. 7368
.15679
.0000
.15638
.4878
.2381
.6279
L1111
.0000
.5435
.0851
.2128
.3542

.2163
.1633
.1406
.1566
.1474
.1720
.0000
L4760
.2441
.2874
.2583
.2656
L1797
.3242
.3113
.2984
.2468
.3525
.1954
.2107
.3156
.2548
L1711
.2362
.1391
.2172
.4259
.3362
.1476
.1859
.15627
.2473
.0000
.0982
.2319
.2357
.3179

O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO0 OO0 OO0 oOoO oo oo oo

1ga8
3irs
1lyv
le9g
1qtw
1n62
loih
1zgk
2cis
2zpt
irtq
1rhs
1zwx
1h72
1sdd
2whl
1mj5
ludg
2a0m
2w39
2ehz
3cny
8a3h
lesc
1lilw
3i10
2cnq
1pa2
1m41
3fwk
3cpx
ldcs
2b69
1usO
3cu9
2w0i
1hnj
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281
281
283
284
285
286
287
288
288
288
291
293
293
296
296
296
298
298
298
298
299
299
300
302
302
302
304
306
307
308
309
311
312
314
314
315
317
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.2780
.4128
.3286
.1444
.3860

3392

.2105
.0000
.0451
.4236

3574

.2935
.1972
.3615
.0332

3492

.3266
.3691
.3591
.1544

1773

.4080
.3567
.3113
.4106
.3381
.3079
.4314
.3681

3459

.2395
.3121
.3055
.3482

0127

.2910
.3375

O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO oo oo oo

.1516
.1139
.1943
.2817
.1298

2587

.2874
.4306
.4549
.1042

1924

.1229
.2872
.2432
.2399

1627

.1818
.1141
.1678
.3691

3278

.1405
L1767
.1225
.1689
.1295
.2318
.0196
.1629

0788
2168

.2482
.1736
.1182
.4586
.3134
.2429

1tca
3ga’7
2zpu
3bb7
3ing
1r6d
1bxo
2ddx
2zle
2wao
1nuy
lodm
20b3
29x3
1gxm
3imh
1k5c¢
2p2s
2p9w
3das
3cbw
2qge8
2z72
1yfq
lgnr
1pwg
10f8
2abs
3clm
11ch5
11uc
1m15
1qcx
2aml
20iz
3iar
1pe9
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317
318
319
321
321
322
323
324
324
325
328
329
330
330
332
332
333
334
334
334
336
337
338
342
344
345
347
350
352
355
355
356
359
360
360
360
361

O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO oo oo oo

.3281
.2922
.4514
.2349
.3281
.3882
.1022
.3025
.2809
.2369

2844

.2705
.4407
.0545
.3614
.0331
.0000
.2973
.0329
.0120
.3006
.0417
.2633
.0234
.3488
.3304
.3652
.3519
.5227
.3577
.4404
.3764
.0836
.4039
.0139
.4694
.0803

O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 oo oo oo

.1230
.1396
.1505
.1841
.1969
L1770
.4489
.1975
L2776
.3077
2477
.1945
.1064
.3576
.1054
L4277
.5315
.1892
.4401
.3413
.1786
.3571
.2189
L4795
.1657
.1739
.1623
.2317
.0966
L1677
.1651
.1461
.3565
.1421

4722

.1222
.3546

luas
1kwf
1lvyr
1kq3
loc7
1r8g
1ga6
3d59
1so7
2qpx
1qop
1kjq
1i24
1jfb
i1pim
1xwt
2vfr
litx
3h9m
1lug6
2v3i
2imz
2wbp
1z4v
2bf6
3eqa
1hx0
1ndw
1r7a
1wui
2d1s
1gql
3bb0
2zux
1su7
1k3i

usadas apenas na segunda versao (Marco de 2012)

.0000
.0000
.4138
.6129
.3333
.1250
.5938
.5938
L1176
L1176
.3333
.1622
.0000
.3684
4211
.1026
.0000
.2143
.0000
.2000
.3913
.0000
.1702
.3191
.2917

O O O O O O O O O O O O O O OO O OO OO OO OO

3ddt
3ngg
3qdr
3a02
1rh6
2b9s
2uuy
3cbw
3o7a
1gix
3ph0
3gmd
3qwo
ligq
2cs7
3k2a
1pfb
1wOu
2hdd
3alr
3pmt
1y62
2cmp
3u23
2gtx
1jo8
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48
48
49
51
52
52
52
52
52
53
53
53
53
54
54
54
55
55
55
55
55
56
56
56
57
58
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1250

.0000
.0000
. 7647
.3077
.4231
.0962
.0769
.0769

4375

L7736
.1698
L7736
.0000

2222

.6852
.1273
.6182
L7273
.1818
.0000
.1429
.7018

0000
0000

.0000

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO oo oo

1875

.1667
.4286
.0000
.2885
.0000
.2692
.1154
.1154

0000

.0000
.0000
.0000
.5185

2593

.0000
.4000
.0000
.0000

0000

.5455
.2500
.0000

5000
5614

.3966

1k61
1kth
2ovg
3dfx
2fma
2vnb
3cjs
3s6n
1fas
1m8a
1lo7z
2gom
2yw8
3kup
lisu
1v6p
1vqo
1z7k
2fpe
2o0x1
2xmj
luoy
2iyb
2j05
2xeu
2xiw
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58
58
58
58
59
59
59
59
61
61
61
61
61
61
62
62
62
62
62
62
63
64
64
64
64
64
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.6552
.1379
.4483
L1724
.2373
.4386
.1017
.0000
.0000
.1639
.1500
.8033
.0984
.3000
.0968
.0000
.8000
L1774
.0000
. 7258
.3492
.0000
.0781

0000

.2500
.15662

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO o o oo

.0000
.2414
.2414
.0690
.4915
.0000
.3559
.5714
.3934
.2787
.2833
.0000
.1639
.3167

0645

.4355
.0000
.2258
.3710
.0000
.2063
.3594
.2812

1875

.15662
.5469

3bd1
3hvz
licf
2yeo
2z30
3ipf
3oss
3zr8
1c90
1y7y
2hin
2xi8
2y3n
3dso
3fmy
3hfo
3sb2
2y9u
3ido
3omt
1x2i
2qif
3cjs
1c4q
2iy2
3ubg

i v B v e B v I - v~ B o - L B o -

N> QW mw>»EoqaEr>wrE>W>>XOQowwEHWWAQo

362
363
363
364
364
368
369
372
374
376
390
391
393
399
404
404
418
419
425
426
433
438
445
448
449
458
495
499
504
534
539
559
576
582
633
652

64
64
65
65
65
65
65
65
66
66
66
66
66
66
66
66
66
67
67
67
68
68
68
69
69
69

O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO oo oo oo oo

O O O O O O O O O O O O OO OO0 OO0 OO0 OO oo oo

.2652
.4573
.3030
.4863
.3187
.3541
.2873
.3145
.0385
.4388
.4282
.3023
.3760
.4687
.3193
.4566
.2081
.2888
.2494
.3920
.1109
.0429
.3222
.0584
.0179
L4476
.1818
.2450
.3274
.4064
.2857
.1270
.3906
.0155
.5024
.0000

.6562
.2031
.0923
.1638
.0769
.0000
.0000
.6615
.0000
.6515
.6364
.5606
.3115
.0000
.6061
.1667
.1638
.5970
.0746
.5075
.6176
.3235
.2647

1739

.2174
.3768

O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO0 OO0 oo oo oo oo

O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO0 OO oo oo

.2348
.0220
.1708
.1209
.1071
.1076
.2439
.2016
.5110
.0878
.1949
.2894
.1790
.0952
.2252
.0918
L2273
.20563
.2843
.1596
.3418
.5714
.2655
.4449
L4732
.0590
.1960
.2008
.1806

1442

.2189
.3435
.0469
.3505

1074

.3871

.0000
.3125
.1231
.4154
.3692
.6923
.5385
.0000
.6061
.0000
.0000
.0909
.0000
.4242
.0000
L4697
.4615
.0000
.5522
.0000
.0000
.3382
.3529

4783

.3478
.1014
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1sfu
2b97
2xmw
3d2q
3nar
3ny3
3plx
3t49
1d3b
1h64
1spb
1vih
3bxu
3swn
1t0z
3rpf
1127
1uj8
vjq
3aji
3nzl
3sd4
11dd
3h31
3plu
3t71
3zzp
1h31
2g0c
1bg8
1dtj
1vbi
2ayd
3kuc
3lvk
3swn
3tdu
3vke
3a9f
3a9j
3el9
3p04
3phx
3tdq
3u97
1pk3
1yOn
3swn
3tjy
2ffg
2p5m
2xnq
3iuw
3md1
1b34
2nzc
20fy
3bgp
3fau
3k65
319a
3p5t
3998
1t4o
lwwh
2hnu
3dnj
3gbo
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70
70
70
70
70
70
70
70
71
71
71
71
71
71
72
72
73
73
73
73
73
73
74
74
74
74
74
75
75
76
76
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76
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76
76
76
T
7
7
T
7
7
7
78
78
78
78
79
79
79
79
79
80
80
80
80
80
80
80
80
80
81
81
81
81
81
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L4714
.1429
.3382
.0571
.7000
.0714
.2857
.8429
.0986
.0986
.2676
.3662
.3803
.0845
.2500
.1250
L4795
.4658
.1918
.5890
.5342
.0000
.5676
.1250
.1622
.1351
.4054
. 7867
.2286
.55626
.3281
.3026
.0000
.1316
.2895
.0921
.5921
.4605
.5844
.1558
.1688
.3377
.15658
.0519
.2078
.5256
.3611
.0000
.5513
.2658
.4304
.2051
.1013
.2405
.1250
.3125
.6625
.6375
.4583
.0875
.2625
.2375
.1250
.3704
.2593
.0000
.5185
.2716

O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO0 OO0 OO OO0 OO OO o o o o

.1429
.4000
.3824
.0857
.0000
.1429
.1429
.0000
.5352
.5634
.3099
.2394
.1268
.5493
.2083
.2361
.1370
.0000
.2192
.0000
.0000
.3971
.1081
.0556
.3649
.1892
.3108
.0000
L2671
.0000
.3125
.3421
.4342
.3684
.2895
.5395
.1842
.2895
.0000
2727
.4026
.1688
.3247
.4416
.2338
.0000
.1667
.5769
.0000
.3165
.3165
.3205
.4430
.3924
.4625
.3875
.0000
.0000
.2361
.0750
.3625
.3125
.3875
.2346
.3086
.3704
.2469
.3333

3ibr
3pc7?
3tr3
lezg
3qg6¢c
1i71
11luz
195y
2uTv
2y3y
3a38
3v3l
2i0x
20y9
2vqe
2xcj
3awu
3046
3r27
1ji7
11pb
2xqq
3c0f
3mgj
1r8h
2fa8
3n5b
302e
3s00
3hzb
31d7
31f5
3tbn

1tig
lwmi
2xet
3d81
30d8
4a8x
1i8n
loqj
2wés
2zkz
3ge2
1£60
2bjd
2dyj
2gkl
2yy3
3bee
3g73
3146
3mx7
3pe9
Imid
1v76
3hms
3ima
3ov8
1s29
luad
2axi
2c3h
2hts
2o0zf
2vpv
3pab
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81
81
81
82
82
83
83
83
83
83
83
83
84
84
84
84
84
84
84
85
85
85
85
85
86
86
86
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87
87
87
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88
88
88
88
89
89
89
89
89
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
91
91
91
91
91
92
92
92
92
92
92
92
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.1358
.2469
.3333
.0000
.0882

0000

.1084
.2593
.2048
.2892

1205

.1446
.2500
.6429
.2048

5000

.1519
.1786
.2500
.5294

0706

.3882
.1765
.3176
.2500
.3256
.3721
.3372
.0698

0690

.0000
.2644
.0000
.2989
.3523
.2841
.0000
.7159
.2386

2273

L1124
.2135
.7241
.5542

0000

.2000
.2667
L4222
.6000
L1778
L7111
.4000
.2556

0000
0000

.5604
.0440
.1099
L1977
.6374
.4239
.0000
.4239

0000

.3596
.1630
.0000
.3152
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.3951
.1235
.2593
.2195
.4265

1205

L4217
.4815
.3133
.4699

1566

.3253
.2738
.0476
.3012

0000

.4051
.3690
.3333
.0000

2235

.3176
.2471
.3176
.2738
.2791
.3372
.2674
.4419
L4713
.4023
.25629
.1839
.3103
.3523
.3409
.4545
.0000
.0455

3636

.3371
.2472
.0000
.0482
.4831
.4889
.4333
.2222
.0000
.3778
.0000
.1333
.1556

6556
5349

.0000
.3846
.4286
.5349
.15638
.0435
.4674
.2174
.4348
.1348
.3370
.5870
.1739

1b34
115p
198b
1tlv
2rb8
2w0p
2xs2
3fgv
3hty
3mop
3nfk
4ab6
1g2r
2elf
2fb0
2fqp
2x1f
3fpn
3jst
3103
3pd7
3uze
ibja
2d1p
3d9t
3h7h
3iez
3sqf
1bte
11m8
1vgl
2gff
3a0s
3mpc
3u7z
1v05
1mn8
1lvrv

3us4
3v7q
3ygs
2aib
2b01
2c3v
2h31
2qzi
3fm8
3knb
1gb5
2145
2pmu
3a2o0
3dlv
3eud
3gz7
3luu
3ns6
3092
lejx
1mwq
2uT7a
3gk5
3k0x
3nsw
3pt3
3rhb
3s8w
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93
93
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93
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95
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95
95
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96
96
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99
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.1467
.1290
L2473
.4194
.0000
.0000
.1364
.3441
.0000
.4624
.1413
.7634
.3723
.6596
.3723
.0000
.2660
.1064
.4362
.3617
.2979
.0000
.6105
.2842
.3684
.2421
.2632
.0421
.0435
L4270
.3333
.3438
.2500
.0000
.0729
.0000
.5052
L4227
.1340
.1237
.5052
.6598
.5612
.5306
.0000
.1020
.1837
.0000
.0000
.2626
.0612
.3723
.0404
.3011
.0404
L2121
.1444
.3232
.2828
.5000
.3232
.2700
.3500
.1313
.0722
.4607
.5300
.0000
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.4933
.3011
.2258
.1935
.5161
.4946
.4318
.2151
.5806
.0000

3478

.0000
.1702
.0000
.1809
.5484
.2553
.4255
.2021
.2872
.1383
.4359
.0842
.2000
.0842
.1789
.4316
.3684
.4457
.1461
.2500
.2917
.3958
4479
.4583
.4583
.0000
.1856
.3814
.2784
.1649
.0000
.0612
.1429
.4526
.3878
.3469
.4062
.6122
.3636
.4286
.2447
.4848
L2473
.3838
.2828
L2778
.2424
L2727
.1600
.3131
.2800
.1600
.4545
.4124
.1910
.1700
.3871

118r
1m2d
inlq
2hwv
2hy5
2j9w
2ptv
3czz
3hpw
113p
1tul
2o0ya
2v76
3eoy
3ge3
3koj
3kt9
3tbs
lagéd
3bs1
3chb
3kgb
3nzn
3u01
1i1j
11kt
1nlx
1x8d
1xau
2930
3bgu
3ktb
315w
3nbm
3o05n
1if1
1jr8
inrv
1tqg
1z9m
2a7u
3hgx
3kgk
3lys
3m9j
1bwu
2iwo
3eo06
3mjq
3ul2
3zzy
lyfn
2bse
2hqgs
2pkd
3hze
3q7r
3s8s
1j0p
198d
2coq
2d0o
2yad
3bb6
3d1b
3hnx
3vad
1nz0
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101
101
101
101
101
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102
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103
103
104
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104
104
104
104
104
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105
105
105
105
105
105
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105
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106
107
107
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108
108
108
108
109
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.3960
L2475
.0000
.3465
.3069
L7327
.0000
.0000
.1287
.6961
.0000
.0980
.2059
.0392
.2549
.0978
.0000
.3469
.0388
.0680
2427
.0000
.3107
.1650
.0000
.0000
.8077
.3077
.0000
.0000
.3462
.2308
.5281
.2981
.1458
.2952
.6762
.1782
.8381
.0000
.7048
.0000
.3978
.4952
.4095
.0000
.1700
.0000
.2075
.1154
L1792
.1308
.0000
.3832
.0000
.3271
.3196
.2804
.2130
.5248
.0000
.3333
.1923
.0000
. 7407
.0000
.0000
.4312
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.1881
.2178
.6000
.2178
.2178
.0000
.4898
.5545
.3762
.0000
.5098
.2353
.4412
.5098
.3627
.4457
.4510
.2449
.3689
.4854
.3398
.4563
.2136
.4078
.3592
.3173
.0000
.2692
.5192
.4231
.2788
L1731
.0449
.2115
.3750
.0762
.0000
.2574
.0000
L4762
.0000
L4476
.2043
.0000
L2671
.4151
.3700
.4245
.3585
.4519
.3585
.3832
.4953
.1682
.4860
.2056
L2577
.2804
.0926
.0000
.5556
.2500
.2692
.3519
.0000
.5648
.4167
.2018
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10j5
2h28
2nqd
2xfd
2y6x
2z0t
314h
3lax
3lwc
1e50
lejf
ljer
1xed
2ghl
29zt
3g48
3ixs
3plw
1h4dx
1ubf
1xqa
2dyn
3fip
3gnj
3gx8
3mez
1j1i
lgau
2x41i
3b64
3nuf
3rnq
1hfo
1v9y
2b71
2h0e
2msb
3erj
3gwn
3onh
3s6e
1rwl
1xod
2bg4
2gsc
2iay
2r78
3agn
3aps
3mwz
3rtl
3slz
3ult
1£86
1h8u
Inqj
1pgh
1th8
2opc
2vpk
2z0b
3h8u
3mnm
3olc
3pp2
3s0j
1f00
1jx7
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109
109
109
109
109
109
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111
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111
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112
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113
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113
113
113
113
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114
114
114
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115
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.2642
.0917
.0000
.0000
. 7523
.3303
.3578
.2617
.0000
.0000
.0000
.1182
.0000
.0000
.3909
.0818
.2475
.4037
.4414
.1261
.22562
L1171
.1441
.3604
L4775
.0000
.55636
.1339
.2692
.3036
.5625
.0000
.2832
.2115
.3009
.0619
.1858
.4107
.6283
.1593
.2743
.4298
.1698
.2105
.7658
.1404
.3070
.1404
L3772
.0789
.0000
.0614
.0000
.0609
.2000
.1083
.0957
.4261
.0000
.5739
.0000
.0348
.0000
.2435
.1327
.2622
.0000
.2845
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.3585
.3211
L4679
.5321
.0000
.2936
.1193
.2710
.5096
.4000
.5000
.2636
.4623
L4727
.2545
.4636
.2970
.0917
.2883
.3784
.22562
.4324
.3333
.1351
.1622
.3514
.0000
.4286
.2212
.2411
.0000
.55636
.2566
. 3462
.2301
.3097
.3186
.2321
.0000
.3363
.1593
.1404
L4717
.0526
.0000
.1842
.2368
.2632
.2544
4211
.5789
.4298
.4825
.4870
.3304
.5614
.4609
.3217
.3391
.1043
.4821
.4000
.4336
.2174
.4159
.2957
.5446
.1897

1tvd
2idl
3eeh
3esd
3udv
1blu
ldqgt
lelw
1pm4
irlg
1z1d
2arb
2h8c
2p8i
3nsu
lunq
2ope
2xod
3bcw
3evi
3h7h
3kdf
3mjo
3p4h
3t6o
1hy5
1p28
1pbj
1qfo
1wk?2
2gj3
2hqt
2rhk
2wno
3mfx
3qor
3s0a
3snk
lecs
2aj6
2ckk
2nvn
2r4i
2was
3bb9
3lyg
3lyi
3m3g
3q2b
10i0
loko
lue7
1zgz
2f%h
2rh3
2x4j
2x5p
3dab
lijy
1jif
11wb
20iz
2pn0
2q00
2y78
3lbe
3n53
3nkl
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116
116
116
116
116
117
117
117
117
117
117
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119
119
119
119
119
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121
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122
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.0000
.3966
.2931
.0000
.0862

3761

.0000
.7949
.0000
.4359

0388

.3590
.2857
.2991
.1091

2308

.4248
.3644
.0000
.2458

2712

L1111
.1864
.0000
.3390
.5126
.6387
.2857
.0000

0714

.2353
.5714
.2353
.0000

1770

.0000
.6387
.3025
.15683

3667

.0000
.1833
.2750
.3529

2167

.3000
.3333
1417
.3500
.2110
.0000
.1000
.3884

0992

.4959
.0000
.0000
.3306
.3279
.1803
.6148
.0328
.2213

7377

.0492
.1475
4271
.3033
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.5089
.2672
.3276
.4483
.3879

0342

.5556
.0000
.5128
.1624

5631

.2051
.2857
.2051
.3818
.4188
.2035
.2203
.5763
.2373

1949

.3162
L2797
.6496
.2203
.0336
.0000
.2605
.4138
L4762

3277

.0000
.4202
.4454
.1947
.3277
.0000
.2353
.3917

2000

.4417
.3833
.5417
.2689
.4750
.3000
L1917
.2917
.2917
. 3486
.4298
.4500
.2066

3223
0992

.5091
.5238
.2066
.0328
.3361
.0000
.25641
.2213

0000

.3361
.4836
.2396
.2049

1gy6
1mb3
2dqa
2h5n
2zay
3cxg
3do8
3f6g
3kf8
3qzm
3zwb
1dy5
2htd
2hw4
2rbg
3blz
3kle
3pkz
1t1j
lvzi
2ftb
2jba
3eqz
3klr
3pna
3ql9
3upv
3zxo
1tp6
2gkm
2hqg3
2owa
3ehc
3f7e
312a
31jd
3mix
3gxv
1gmp
2vzp
3fzw
4a2v
1ibn
1oa8
2bkm
2fyg
3ct6
3rob
1ixl
2cx7
20x8
3dns
3f6¢c
3ksp
3kyj
31r2
3siq
2q22
2xr6
2zqo
3cub
2r8u
3fz2
3lyu
3mli
3nph
1gr3
1y7r
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123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
124
124
124
124
124
124
124
125
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125
125
125
125
125
125
125
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126
126
126
126
126
126
126
126
126
127
127
127
127
128
128
128
128
128
128
129
129
129
129
129
129
129
129
129
130
130
130
130
131
131
131
131
131
132
132
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.2439
.4492
L4715
.6829
L4472
.2683
.4065
.2705
.1220
.0000
.1789
.1855
.1855
.2137
.3548
.2419
.5645
.4715
.5040
.0320
.1200
.3680
.4000
.1840
.2960
.2720
.8160
.3200
L2778
.6000
.1746
.4683
.2619
.1746
.4206
.1746
.2381
.0000
.4228
.0000
.2835
.1057
.7040
.1406
.6406
.2422
L4297
.3047
.0853
.3488
.1550
.2016
.3721
.1860
.8062
.7364
.2449
.2769
.1846
.0000
.3840
.4962
.2093
.3664
.1450
.6107
.0000
.2424

O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 O O o o o o

.4634
.1864
.0813
.0000
.2114
.3415
.1870
.4016
.3496
.5772
.4065
.3306
L4113
.3675
.2500
L4758
.0000
.1707
.1360
.4400
.5600
.2400
.2080
.3520
.3120
.0960
.0000
.2320
.4683
.0000
L2778
.0714
.3492
.3571
.1349
.3333
.3095
.4188
.2114
.5669
.3937
.3902
.0000
.4141
.0000
.0938
L1797
.3672
.4419
.2636
.2636
.3101
2171
.4651
.0000
.0000
L1122
.2000
.3154
.3923
.1840
.0000
.3876
.1908
.4504
.0000
.5530
.1742

1zbf
2f31
2hhg
3ak0
3d9r
3grd
3obl
3pmc
3q63
3ts9
1ldyt
1ry9
2gey
2rgq
1a78
lcnu
1p5u
2bnl
2fm8
2unv
3b9c
3d7a
3l4a
3pgb
3qg6a
1sen
1v17
1xth
2y4z
3raz
3rcc
3rmh
4dfa
leca
2cdo
3bvp
3h87
3p0t
3ui4d
1hqz
2glu
3h96
31b2
3m70
3n70
3ohe
2rla
3f50
3iho
3jyb
3030
3zsj
1hdk
1jkg
1shx
1th8
2ej8
2hfn
2jda
20ik
2uy4
3kf6
3p6d
lexz
1q4u
1q98c
1wmz
1x9f
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132
132
132
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133
133
133
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134
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136
136
136
137
137
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137
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138
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138
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138
139
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140
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.3561
.0916
.3182
.0000
.2803
.2197
.0000
LTT27
.2652
.7519
.1805
.3759
.3008
.1955
.0000
.3233
.0000
.7462
.3731
.0000
.0000
.3284
.5820
.1866
.2239
.3284
.2593
.0000
.6000
.2296
.0472
.1716
.2636
L7132
.0000
.4504
.5147
.3603
L2772
.2993
.3630
.3162
.5735
.0000
.3578
.2868
.0000
.2174
.5870
.0580
.3188
.0000
.0000
.2518
.0725
.3383
.2537
.3525
.0000
.2590
L7770
.2555
.1223
.4000
.1786
.6241
.1643
. 7286
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L2273
L1221
.1439
.6667
.4470
.3712
.5758
.0000
.2879
.0000
.3158
.2932
L4211
.3985
.6343
.3158
.4046
.0000
.2090
.5564
.5821
.2910
.0328
.3209
.3284
.1269
.3926
L4741
.0444
.2074
.4016
.3433
.2946
.0000
.5147
.2061
L1176
.1838
L2772
.2336
.2000
.2794
.0000
.5766
.0734
.1471
.3712
.3841
.0000
.3551
.1812
.6087
.5324
.4317
.3406
.3083
.4403
.2878
.5612
.1942
.0000
.3869
.5468
.0571
.4143
.0000
.3429
.0000
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3d9n
3ivv
3mdp
3rbz
3u3g
4a34
2ofc
2y9w
3d89
3gix
3gzr
305y
3ztp
1j3a
im4r
1sjw
182
2p39
2qiy
2vnb
2wz8
3f7s
31e0
3m7k
3qa9
laoh
1h16
1mzg
2ig6
2x46
2xfa
3d6x
3iub
3skj
1ax8
1b93
leyh
1qdd
1wld
3ht1
3jrv
302r
3obq
1v7m
2hd9
2xom
3cbn
3kgz
3qfg
3qm9
1lwds
2a0j
2anx
2hvw
2prx
3g46
3ijm
lcxq
1rOu
lwpu
lwwi
1zzw
2azw
2gmy
2hbg
2huh
2q9%k
2zs0
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140
140
140
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141
141
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141
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144
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.7143
.0357
.2424
.2929
.3714
.3214
.1064
.0000
.0511
.3191
.2199
.2979
.4468
.3769
.6127
.2676
.2426
.0000
.2444
.0282
.0000
.1831
.0000
.3803
.3380
.0280
.3165
.4545
.2028
L1119
.3217
.1314
.5524
.0575
.6260
.3750
.6944
L1597
.2098
.0284
.5245
.6667
.2766
.5862
.1655
.0000
.0552
.0897
.0828
.6690
.0274
L4178
.5274
.3288
.1750
.6986
.2808
.4514
.0000
.3265
.65631
.4150
2177
.6939
.7143
.0000
.1156
.65631
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.0000
.5000
.2348
.3357
.3143
.1857
.5319
4412
.4599
.2340
.3901
.2766
.1986
.1308
.0000
.3451
.3750
.3169
.4593
.5493
.5074
.3380
.4366
.0845
.1549
.5524
.3525
.0559
.3986
.3636
L2797
.3212
.0000
.2989
.0000
.2361
.0000
.2847
.4196
.4326
.0000
.0000
.2695
.0552
.3310
.5724
.3241
.4483
.3724
.0000
L4726
.2192
.0685
.2740
.2917
.0000
.2329
.1875
L7762
.2857
.0272
.15665
.4218
.0000
.0000
.5068
.3741
.0000

1dzk
1£08
1q1f
1v96
1xeb
2o0st
2ghk
3ef8
3nbc
3u80
lagz
1gtz
112h
2aj7
2ecu
2glz
20kv
2wj9
3s9d
1x46
3op6
louw
2vog
3emu
3gmb
3iis
3jud
31l4r
3nng
3pt8
3qqq
intv
1xmb5
3kff
3pr6
3v4h
1lhzt
2f1lh
3btb
3zuc
inqu
irfz
2xhf
2xst
3ab7
3fiq
3gmx
3h2d
3piw
1wo4
2b06
3q64
3sao
1dyo
1£8y
1juq
2hti
3ebr
3fuy
lwwz
1yb0
2qv8
3alu
3i7d
3no8
3pnx
3ghp
1bow
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148
148
148
148
148
148
148
148
148
148
149
149
149
149
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152
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153
153
153
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.0878
.3446
.6757
.5850
.1986

2388

.3082
.1837
.0000
.4341

0979

.3826
.0000
.0405
L1477

4094

.2349
.4610
.6899
.6867

2270

.0000
L7397
.4483
.25617
.7219
.0690
.0662
.0530

7351

.6733
.3289
.4474
.0855
.4041
.0741
.2614
.2484
. 7895

0000

.4675
.6623
.3052
.1067

0519

.1104
.1623
.2632
.6234
.1613
.1457
.2516
.1192

0000
3462

.5897
.1250
.0513
.2308
.3312
.3822
.1586
.1401

0513

.0000
.3077
.3922
.1781

.4932
.2838
.0000
.1293
.2329
.2910
.2397
L4762
.3919
.2093
L2797
.1611
.4589
.3108
.4295
.1745
.3758
.1702
.0000
.0000
.1348
.6358
.0000
.1862
.3709
.0000
.3241
.4901
L4768
.0000
.0000
.3289
.1974
.4868
L1712
.5185
.3007
.4444
.0000
.5033
.2208
.0000
.2273
.4467
.55684
.4545
.3052
.2338
.0000
.2903
.3841
.3871
.4503
.4167
.1218
.0000
.4062
.3462
.2436
.3567
.15629
.3241
.3121
.3077
.6115
.0769
.1765
.3904

2a25
2vvp
2wtg
3ily
3rof
2bjn
3cgl
3dau
1i12
1lod6
1svp
1ww7
3dh1
3fyn
3022
3on9
3pnr
3v46
4ds2
1p6o
1vi4d

3g8w
3mvc
3n4j
Imtl
2fpw
31mb
3vjz
1ryl
1sbq
2wuh
3cm3
3e8m
3fet
3mea
1bgc
2f5j
2ggz
2xz4
3jrn
3tiw
lalu
loxk
2yg2
3cb0
31fj
3m7a
3nje
3p7x
3q72
3s6m
4302
lej2
2nrk
2y6h
3cbc
3h5j
3ha2
3hel
3hnm
3mmh
3pyi
4acj
1nwa
1yn9
2j3w
2x0l
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158
158
158
158
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159
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160
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160
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160
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.1611
L4747
.6646
L4276
L3797
.4832
.0615
.1950
.2975
.4103
.0000
.0250
.4125
.2810
.1682
.0000
.0000
.2313
.3248
.4161
.1429
.6584
.2919
L7115
.3168
.2975
.2761
.2883
L7117
.5232
.2744
.0000
.4146
.3293
.1951
.0000
.7044
.6456
.5697
.2667
.4803
.1366
.7025
.6329
.1037
.1566
.3614
.1071
.1720
.2349
.3475
.1220
.0241
.4251
.4182
.0000
.3653
.2754
.3012
.0940
.0000
.3892
.1329
.1198
.2381
.3810
.5030
.6964
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.4765
.1519
.0000
L1172
.1392
L1611
.2000
.3145
.2658
.1987
.4375
.5437
.1750
.2288
.4620
.4688
.5154
.2062
.1592
.1801
.2547
.0000
.3043
.0000
.1553
.1646
.1634
.2761
.0000
.1457
.1890
.3681
.1098
.1341
.3232
.3620
.0000
.0380
.0364
.1818
.1645
.4037
.0000
.0000
.4390
.4458
.2470
.3214
.4076
.2651
.2837
.2927
L4277
L1317
.1636
.4910
.2575
.2036
L1747
.4497
.3593
.2455
.5175
.3174
.2381
.1131
L1677
.0000

3eti
imgt
2pgb5
3qjg
1knq
loqv
1txj
2x5y
2y0o0
3bwz
3kb2
3rt2
2b7j
3by4
3kop
3q62
11qv
3hm2
3tmp
1h4a
1lyfu
2aca
3cne
liaz
20h1
3mci
3ryk
3d3o
3jtw
3vaa
3bwv
3h05
311lu
lusc
2ial
2wbn
3gxb
3mw4
3q46
2acf
2igi
2iul
3mol
3qsz
1ejO
1xiy
2i74
3dal
3qzr
3r8j
3rof
1jh6
1m4i
loru
2orw
3gaqq
3lvy
3pn3
2j2j
2rév
3efy
3f95
lkaq
lyre
2fhp
3hxi
3n79
3s8k
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168
169
169
170
171
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172
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177
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.3631
.3846
.4379
.3353
.4620
.3450
.2848
.2615
.0819
.0409
L4702
.25615
.3145
.3663
.1205
.1813
.3237
.3176
.4353
.0000
.1322
L1724
.1860
.1086
.2586
.3943
.0629
.3429
.1818
.5611
.2899
.4096
.3672
.0899
.4269
.2921
.3390
.0337
.1685
.3464
.4302
.6742
.2443
.1620
.3722
.2543
.0333
.1243
.0722
.2056
.3111
.3039
.2320
.1492
.2343
.0303
.6333
.2762
.0000
.0879
.3736
.0227
.3432
.3060
.2514
.2896
.3989
.0000
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.2262
.1657
.1243
.2471
L1579
.2164
.2595
.3216
.3392
.4094
.1429
.3801
.2013
L1977
.3795
.3392
.3642
.2000
.1294
.4740
.3506
.3736
. 2267
L4743
.2471
L1771
.4343
L1771
.2784
.1250
.1065
.1566
.2034
.3933
.2047
.2584
.2203
.5056
.2697
.1788
.1788
.0000
.3409
.3966
L2778
.2601
.4944
.3018
.5056
.3111
.3556
.3370
.3536
.2818
L2671
.3818
.0000
.2320
.4066
.3132
.1648
.5341
.1479
.3552
.2514
.2787
.3552
.3497
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2gmw
2isb
3gl4
3r3r
3ubr
lcrb
1pil
1r8n
luww
2bba
2ift
2ns6
2sas
3012
1m3s
1tcl
1zr3
2b0a
3gzy
3p6b
3vak
1m06
1fvk
1x82
2h29
3dcz
1ny7
2raf
2w8m
3se2
1lou0
2r2a
3a2z
3q9zx
1rre
2qg6
2x5n
3b21
3msx
302q
2i7d
2pth
2xbl
3ngw
1gap
1mf7
Inxm
1pp0
2bbr
2car
3kh1
31lqgk
litv
1svi
3bhw
lioo
1tdw
2inb
3e3u
31gb
3nv0
3rbg
1zjr
3imm
3qb8
3gpa
2cvd
3jwi
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184
184
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190
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193
193
193
193
194
194
194
194
194
194
194
194
195
195
195
196
196
196
196
196
196
196
197
197
197
197
198
198

O O O O O O O O O O OO O O O O OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO O O O O O O

.3315
.1467
. 3466
.1359
.2500
.1564
.5135
.0000
.0000
.0000
.2542
.3152
.5676
.0000
.4560
.2312
.3978
.0806
.1882
.0000
.3548
.0000
.5053
.0851
.3936
L2775
.0423
.2698
.3452
.2299
.3526
.0423
.1000
.6053
.2723
.2967
.3579
.3542
.6250
.4583
.3109
.3886
.5855
.3575

1099

.3505
.0412
.2708
.6053
.3402
.5474
.1856
.0410
.3388
.6324
.3316
.1582
.0370
.2143
.5181
.2806
.3878
.4010
.0000
.3756
.3198
.5253
.3622
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.1522
.3043
.1307
.3533
.2120

4022

.0216
.3135
.3575
.4486
.3051
.1957
.0216
.4919
.1209
.3011
.2097
.3226
.3441
.4624
.1935
.4813
.1064
.3298
.1702
.2486
.4233
L1799
.2500
.2941
.1211
.2169
.3526
.0000
.2199
.1484
.2105
.1250
.0000
.1875
.1347
.2124
.1140
.1503
.4396
.2113
.3608
.4010
.0000
.2423
.0421
.1237
.4462
.2350

0000

.1888
.3878
.4550
.2194
.0000
.2653
.3418
.1878
.3096
.2386
.1421
.0960
.2143

31lgb
3shg
1z8h
2j8q
2wzl
1r45
2gz4
2x12
3aia
3k12
1kz1
1qcs
3abd
3mxo
3r2q
2pnl
3mOf
2ofw
3bbd
3tyt
2paf
2pgc
2vtw

3otm
2p6w
2xtm
300p
3qrb5
3rzn
1jy5
2as9
2p8j
3da8
3zqu
1imj
2bu3
3ess
3ig2
3ne0
3ts3
1lvjn
2bdq
3n0u
3tOh
laxd
1ro2
3kzx
3ntv
3q7c
3tu8
3uSh
2gef
3giu
leyq
1me4
2d39
3bl5
3evz
3gze
1hOh
11vb
1qca
2v6k
300a
3see
1960
2q0s
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198
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.2020
.5101
L4774
.2245
.2980

3100

.5200
.0000
.3050
.3850

1089

.1224
.3163
.2804
.5248

1823

.5665
.4265
.2206
.2206

3906

.2780
.0195
.1268
.1073
.3107
.4000
.1429
.0000

5874

.2500
.0676
.2464
. 3447
.4106
.3077
.2976
.2550
.2071

2115

.0882
.1066
.3158
.7033

2981

.5359
.2952
.4078
.3095
.3238
.1095
.1952
.1608

2607
3821

.2115
.1188
.4400
.3384
.1351
.2430
.0187
.2830

5327

.2944
.0187
.4419
.3628
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.1616
.0505
.1106
.3622
.3333

2300

.0300
.4300
.2450
.1600

4158

.3214
.2908
.1958
.0644

2660

.0591
.1324
.1667
.2500

2500

.3024
.4390
.4829
.3268
.1796
.1850
.2857
.4268

0000
2108

.3768
.3188
.2718

1401

.2163
.2000
.2350
.2626

1923

.3039
.2893
.1292
.0000

2308

.0766
.2190
.1699
L1714
.1476
.4190
.2857
.3317

2038
2783

L1971
.2921
.1200
.2374
.2865
.2150
.3318
.2877

0654

.2290
.2897
.2000
.1302

3eab
3mq2
3qib
3sib
3cp7
3dr5
3gsq
2bo9
2i9d
3flp
3u2k
2g6y
2i3d
2uf7
3kys
3nqa
2cb9
3lgi
2abw
3rpp
3tfw
4die
1f3a
3kgd
3pkv
1dfm
3f2k
3f5c
3kmh
3oqi
1tqj
3fvv
3ifw
2fea
2ocz
3buu
3fmf
3jxo
3gxh
1mun
3c3y
3oii
2yc3
31tx
3tk9
3zud
4a3x
lvgw
2e2r
3p94
1jyk
2anu
2p7i
3qub
3smé4
1dgp
1fsg
2a7k
2h5c¢
2wur
3lhi
3s9c
1fx4
2f6u
2ixd
3eei
3kzp
3ned
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224
224
224
224
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224
225
225
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L1767
.3023
.1490
.5441
.0972
.3704
.0000
.2396
.3077
.0369

3351

.0185
.25623
.4450
L1127

4587

.3380
.1157
.2681
.5023
.3790
.4533
.5430
.1237
.1357
.2569
.4946
.6793
L1222
.5631
.3105
L4753
.3543
.3616
.2611
.0759
.4118
.0952
.4018
.5778
.4133
.2627
.3136
.6593
.0708
.0485
.0176
L2977
.6432
.3480
.2096
.2978
.3100
.4323
.4585
.3130
.2348
.5174
.0447
.0176
.3304
.0398
.3723
.3680
.3913
.3593
.3290
.0437
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.3814
.2884
.2692
.0196
.3565

1898

L4722
.4240
.1436
.4470
.2938
.5417
.2018
.1055
.4930

1789

L1737
.3889
.3226
.1198
.1826
.1495
.0724
.3817
.3529
.3073
.1183
.0000
.3167
.1396
.1963
.1839
.1973
.1205
.1689
.4062
.1946
.3571
.1473

0000

.1956
.2396
.2182
.0398

3540

.2996
.3612
.2372
.0308
.0980
.2489
.2622
.2271

1048

.1354
.2130
.2826
.1565
.4413
.4978
.1696
.3230
.2294
L1775
.1696
.3030
.1948
.5415

3oru
irep
2fsq
2pk9
3ne8
3s81
3u3l
112u
2vsh
3mst
3uaw
2fno
2ri0
3cu2
lquz
1s5p
2el10
2fzv
3177
3no6
3mbr
1lufo
2bla
3b5o0
3d11
3nua
3sc0
1tqg5
3seb
3t8b
1pq9
2yln
1bbe
1ce7
31lw6
3q6x
3s5b
1deu
3gne
3pa8
3tdn
1jzt
2eix
2abz
3bh2
3f11
1h7e
19q5
3fle
31kk
3rqz
1jw9
3tx2
2h00
2j5i
3m0z
1u83
2ghc
2nxv
2wkl
3m3p
1fpn
lisi
1pix
1sg4
3kkz
3p2u
3ddo
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.0693
.3889
.2500
.4861
.4053

4741

.2338
L4667
.3587
.2661

3391

.5556
.2906
.3162
.2170

3480

.2500
.3362
.4213
.5915
.0000
.2954
.2569
.6494
.4387
L2011
.3080
.0000
.1345

3564

L7175
.3583
.3610
.3527
.2075
.2158
.15661
.2355
.0000

2521

.3544
.2922
.2058
.0329

1189

.4057
.3306
L4571
.2049
.3433
L2776
.3817
.3036

3835
4737

.3105
. 3656
.4900
.2289
.3909
.2702
.0360
.3240

4800

.5080
.3360
.1880
L2776
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.2078
.2500
L1121
.0278
.1674
.1250
L1472
.1689
.2332
.1030
.2747
.0598
.1880
.1923
.2426
.2070
.2902
.1404
.1632
.0000
.5339
.2025
.2982
.0000
.0613
.3544
.15661
.4829
.3655

2178

.0314
.2417
.2158
.2324
.2324
.2739
.2954
.2397
.4545
.2769
.3038
.1481
.3539
.4280
.5246
.1270
.2327
.1102
.1967
.2060
.1755
.1867
.1822
.2330
.1700
.1210
.1630
.0161
L2731
.1481
.1976
.3480
.1280
.1440
.1520
.2240
.2840
.2980
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3tc7
1kcf
1zmt
3frh
31lkm
3o0ln
3p8a
3q7z
3bs4
3gsd
3u62
1sby
2b7u
2055
3hlx
3lho
3pl10
1jt2
3bf7
2vws
3amn
1xgb
2x61
3kvl
3r0v
1bOu
3ujc
1i7e
310v
3no3
3s83
2a40
2ibi
3epb
3go1
3hna
3oab
3oig
3vhv
lef8
luwc
3c26
2gnp
2x9z
31lum
3n0r
3rpc
1zrh
2qjv
3ijw
3ryd
3u2u
3mbk
1xdn
1y5m
3kws
2dwu
2qvp
3ajd
3ctp
3en0
2eb4d
2x9g
3iof
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3p8k
lekq
195r
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251
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.3904
.5043
.4246
.4587
.2249
.3968
.1349
.3373
.3725
.1937
.3755
.3976
.3452
.2598
.6535
.2874
.15681
.3137
.3804
.4258
.0469
.4630
.3239
.3228
.3463
.3969
L4729
.1245
.2891
.2815
.3984
.2692
.2962
.1929
.2385
.0615
.7078
.3808
.6680
.4436
.3065
.2364
.3855
.0267
.1374
.4903
L1718
.3916
.0152
.3080
.3156
.3118
.2917
.1887
.4830
.3321
.4624
.2857
.2980
.3496
.2452
.2481
.4348
.2952
.2463
.2388
.5294
.3413
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.1474
.1509
.1190
.1901
.2731
.1903
.3968
.2421
.2591
.1897
.1897
.1890
.1905
.1614
.0000
.2402
.2806
.2000
.1412
.15662
.5781
.1440
1417
. 1457
.1051
.2529
.2054
.3610
.1680
.1933
L1797
L2577
.1269
.3425
.2462
.2385
.0000
.1462
.0508
.1595
.2452
.3023
.1374
.4160
.1627
.0927
.1985
.1635
.3270
.15621
.2319
.1901
.1061
.2792
.1434
.1094
L1767
.2406
.2745
.1880
L2797
.2895
.1462
.2467
L1716
.2724
.1412
.2381

3sx2
3u9q
4a8j
1w98
2all
2zxk
3md7
1kgp
1pn4
3lwx
3ppq
3p3c
1sq4
2v3g
2wj6
3kw8
3180
2uwa
2v9l
2ulv
308q
4adu
2bji
3ngx
2wd j
3fdj
3no0
3rqb5
1pv2
2qik
3aay
4dgq
1bkp
2y3c
3awu
3e3m
2gfq
1v10
2vla
3nuq
3npk
3rd7
3rld
3fcx
3oen
2c3a
3rlg
3acx
3bfb
3qit
luoc
2qrv
3gdc
301j
1pzx
2j11
2ybl
3b4du
10i7
2uy?2
3czq
3rd5
3eed
3qyj
3abf
3cij
3nre
1058
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ABSTRACT

Motivation: It has been recently suggested that atomic burials, as
expressed by molecular central distances, contain sufficient informa-
tion to determine the tertiary structure of small globular proteins. A
possible approach to structural determination from sequence could
therefore involve a sequence-to-burial intermediate prediction step
whose accuracy, however, is theoretically limited by the mutual infor-
mation between these two variables. We use a non-redundant set of
globular protein structures to estimate the mutual information between
local amino acid sequence and atomic burials. Discretizing central
distances of C,, or Cg atoms in equiprobable burial levels, we estimate
relevant mutual information measures that are compared with actual
predictions obtained from a Naive Bayesian Classifier (NBC) and a
Hidden Markov Model (HMM).

Results: Mutual information density for 20 amino acids and two or
three burial levels were estimated to be roughly 15% of the uncon-
ditional burial entropy density. Lower estimates for the mutual
information between local amino acid sequence and burial of a
single residue indicated an increase in mutual information with the
number of burial levels up to at least five or six levels. Prediction
schemes were found to efficiently extract the available burial infor-
mation from local sequence. Lower estimates for the mutual infor-
mation involving single burials are consistently approached by
predictions from the NBC and actually surpassed by predictions
from the HMM. Near-optimal prediction for the HMM is indicated by
the agreement between its density of prediction information and the
corresponding density of mutual information between input and output
representations.

Availability: The dataset of protein structures and the prediction im-
plementations are available at http://www.btc.unb.br/ (in ‘Software’).
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1 INTRODUCTION

It has been a common statement in biology that amino acid
sequences contain sufficient information to determine protein
tertiary structures. Fulfilment of the implied possibility of struc-
ture prediction from sequence is actually considered one of the
most important unsolved problems of molecular biophysics, as
reviewed by different groups (Dill et al., 2008; Onuchic and
Wolynes, 2004; Shakhnovich, 2006). Such an intrinsically infor-
mational assertion, however, has only more recently been exten-
sively investigated within the context of Shannon’s information
theory. Although informational concepts have been used in al-
gorithms for secondary structure prediction from local sequence
since the 70s (Garnier et al., 1978), for example, the limit
imposed on prediction by the mutual information between
these two quantities was estimated only a few years ago
(Crooks and Brenner, 2004). Incidentally, an informational ana-
lysis of backbone dihedral angles has also exposed the unfeas-
ibility of tertiary structure determination from an even perfect
three-state secondary structure prediction (Solis and Rackovsky,
2004). The recurrent utilization of statistical potentials in com-
putational biology has also been interpreted explicitly in infor-
mational terms (Solis and Rackovsky, 2007). A particularly
relevant example is the analysis of pairwise contact potentials,
which revealed a surprisingly modest mutual information be-
tween contact partners (Cline et al., 2002; Crooks et al., 2004).
General distance constraints have also been investigated, at least
in the context of minimalist protein models (Sullivan et al., 2003).

Contrasting with secondary structure, atomic burials appear
to encode sufficient information for structural determination.
Contrasting with pairwise contacts, they have a much better
chance of being adequately estimated from sequence informa-
tion. Monte Carlo simulations of geometrically realistic protein
models using native burial information, as expressed by atomic
distances from the molecular center, have successfully recovered
the tertiary structure of small globular proteins (Pereira de
Aratjo et al., 2008). A simple computational experiment combin-
ing Molecular Dynamics of similar models with discretized burial
levels has additionally provided an upper bound for the amount
of required burial information. It actually turned out to be
comparable to, and therefore encodable by, the information
(entropy) of local protein sequences (Pereira de Aratjo and
Onuchic, 2009). The observed discriminatory difference between
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burial and secondary structure representations does not arise
therefore from a trivial difference in precision. A very precise
representation of all backbone dihedral angles can clearly
encode tertiary structures, even using a small amount of infor-
mation, or number of letters, in a-helical regions and possibly
B-strands, but requiring a large, sequence-incompatible, number
of letters in intervening loops. The distinction appears to be more
basic and related to different types of information encoded in the
two local representations. While secondary structure is a local
representation of purely local structure, burials include global
structural information in a local representation, as is evident
from the fact that the whole tertiary structure is required for
determination of burials, but not secondary structure, of any
short fragment of amino acids.

The possibility of structural determination from sequence-
dependent burial information, when combined to appropriate
sequence-independent constraints, is consistent with the percep-
tible previous success in native fold recognition from the arrange-
ment of hydrophobic and polar residues (Huang et al., 1995). It
has also been further supported recently by a purely analytical
model which was able to recover native-like burial traces from
sequence hydrophobicity information combined to simple con-
straints on chain connectivity and overall globular size (England,
2011). A potential approach to tertiary structure prediction could
therefore involve a sequence-to-burial intermediate prediction
step. It must be noted that theoretical encodability, as provided
by entropy compatibility, is necessary but not sufficient to dem-
onstrate actual encoding. The accuracy of any burial prediction
from sequence must be further limited by the observed correl-
ation between burials and sequences, as conveniently quantified
by the mutual information between these two quantities. In this
study, we estimate the mutual information between burials and
local amino acid sequence in globular proteins. The resulting
fraction of sequence entropy actually involved in burial encoding
provides theoretical limits to which prediction algorithms should
be compared. We additionally investigate the efficiency of simple
statistical prediction schemes, namely, a Naive Bayesian Classi-
fier (NBC) and a Hidden Markov Model (HMM), in extracting
the available burial information from local sequence.

2 METHODS

In this study, we estimated probabilities from frequencies observed in a
dataset of representative globular structures derived from PDBSELECT
(Hobohm and Sander, 1994). From the list made available in November
2009, we selected structures determined by X-ray crystallography with
resolution better than 2.5 A and excluded chains not satisfying the globu-
larity criterion given by the expected relation between radius of gyration
and the number of residues, R, <2.9NY3A (Gomes er al., 2007).
Membrane proteins were also excluded, simply by removing PDB files
containing the word MEMBRANE?’. The resulting collection, from now
on simply referred to as the databank, is composed of 1499 chains, with a
total of ~263000 residues. Statistical errors on computed probabilities
and entropies were estimated, and systematic biases corrected for, by a
bootstrap procedure using 50 randomly generated replicas of the data-
bank (Crooks and Brenner, 2004; Efron and Tibshirani, 1993). In add-
ition to the complete alphabet of 20 amino acid identities, we have also
used the reduced alphabets HP and HPN. Hydrophobic and polar resi-
dues were grouped in the HP alphabet as H={A,C,F,G,[,L, M,
V,W.,Y} and P={D,E,H,K,N,P,Q,R,S, T}, respectively. In HPN

a third, ‘neutral’, class includes residues from both HP groups,
N = {A, G, H, S, T}. Burials, b, were obtained from the atomic distances
from the molecular center, r, of C, or Cg atoms, normalized by the radius
of gyration, Ry, or b = r/R,, and grouped in approximately equiprobable
burial levels, resulting in a collection of burial alphabets {xL}, where y is
either « or B, representing the atomic type for which burials are defined,
and L is the number of burial layers. Cutoff burial values for different
burial levels were obtained from the estimated burial distribution ob-
tained by Gomes et al. (2007). We usually use superscripts to indicate
block size and integer subscripts to indicate position within the block,
with ‘0" representing the central block position by convention. If neces-
sary, however, we also indicate particular alphabets as subscripts in our
notation, such as H(ONp), h(Bgs), [(0%); BY,).

N-block entropies for residue identities, H(Q"), and burials, H(B"),
were computed according to Shannon’s basic equation

HXY) = - Zp(xN) log, p(x™),

where the sum is over all blocks of N adjacent letters, x", either identities
or burials, and probabilities are estimated from corresponding frequen-
cies in the databank. A linear dependence of the estimated entropy on
block size in the range m< N <n?,

H(X") = Nh(X) + Ex. ()

is consistent with a Markovian process of order m, where i(X) is the
entropy density and Ey is the N-independent excess entropy, which indi-
cates the uncertainty resolved by local correlations. Deviation from lin-
earity for N <m arises from these local correlations between letters while
for N>m' frequencies in the databank become poor estimates for actual
probabilities and the estimated entropy converges to an alphabet-
independent value that depends on the overall size of the databank, a
situation we refer to as ‘saturation’. Estimates for 4(X) and Ey can there-
fore be obtained from the observed dependence of H(X") on N if the
order of the underlying Markov process is sufficiently small and the
dataset is sufficiently large so that m < m’ and the linear region can be
clearly identified.

For the mutual information between blocks of identities and burials,
OV and BY, a limiting linear behavior is also expected, or

1Q"; BY) = H(Q") — H(Q"|B") = Ni(Q; B) + Eq.5. @

and an estimate for the corresponding mutual information density, #(Q;
B), a quantity of much interest that imposes an upper limit on any pos-
sible prediction of the local sequence of burials from the local sequence of
identities, could again be obtained from N-block entropy estimates. In
this case, however, because the number of different blocks increases more
sharply with block size, saturation should occur at a much shorter block
length. We use therefore an approximation,

i(Q: By~ fim I(Qv: BY) = (Qo: B). &)

that is valid when the letters in one of the sequences are statistically
independent both unconditionally and conditionally to the other se-
quence, as it turns out to be the case for identities with respect to burials.
The density of mutual information is estimated accordingly by extrapo-
lation of the dependence on N of I(Qy; BY), the mutual information be-
tween N-blocks of burials, BY, and the identity of the central residue in
the block, Qo,

1(Qo; BY) = H(Qo) — H(Qo|BY). “

where H(Qy) is the single identity entropy, obtained with probabilities
estimated directly from corresponding frequencies, and H(Qq|B") is the
conditional entropy of central residue identity conditional to burial block.
This procedure was used by Crooks and Brenner (2004) to estimate the
mutual information density between sequences of amino acid residues
and corresponding sequences of secondary structure assignments.
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Underlying conditional probabilities were obtained from correspond-
ing frequencies, or p(Qo|B") = n(Qo, BY)/n(B"), only for the HP alpha-
bet, since statistics turned out to be sufficient. For the other alphabets
conditional probabilities were estimated as

n(Qo, BY) + (20 x p(Qo|Bo))
n(BY) + 20 :

P(Qo|BY) = (5)

using 20 ‘pseudo-counts’ with prior probability p(Qy|By) in an attempt to
minimize artifacts from low-frequency events. Due to pseudo-counts, the
estimated mutual information turns out to be increasingly smaller than its
actual value as N becomes large. While the actual mutual information
must increase monotonically with N, its estimate will decrease for large N,
providing again a simple signature of databank saturation. For the HP
alphabet, pseudo-counts were not used and saturation manifests itself as
an abrupt increase in estimated mutual information causing an upward
inflection in the estimated curve. Data points were fitted, before satur-
ation, to a single exponential f(x) = a — bexp(—x/c), with limiting be-
havior provided by adjusted parameter a, or to a symmetrically inflected
sigmoid f{x) = (e =k d, with limiting behavior provided by
a+d. Fitting to an asymmetric Gompertz function provided similar es-
timates but with larger errors, reflecting the larger number of adjustable
parameters (not shown).

In addition to 1(Qo; B*>), we are also interested in the converse quan-
tity, 1(Q*; By), since it provides a limit for the prediction of individual
burial values given the local sequence of identities. Saturation might again
become a problem for large alphabets of identities, in which case it is
useful to consider the following lower bound:

N N
> 1(Qi; By) = ) [H(Q:) — H(Qi|By)] < H(QY) — H(Q"|By) ©
i=1 i=1
=1(0"; By),
with limiting behavior
N
1Q; Bo)™ = lim 3 1(Qy; Bo) = I(Q; o) ™
i=1

Each of the N ‘positional’ mutual information terms between Q; and By is
computed from the same number of possible combinations, independ-
ently of N. The results for the tractable HP alphabet and two burial
levels, shown in the Supplementary Information, indicate that Equation
(3) is indeed a good approximation while a strict inequality is expected in
Equation (7).

In order to compare our mutual information estimates with actual
predictions, we implemented two simple statistical schemes for predicting
discrete atomic burial levels from amino acid sequence in globular pro-
teins: a NBC and a HMM. Both methods are supervised learning algo-
rithms, i.e. they employ a learning step, in which they gather data from a
training set to generate some statistical model, followed by a prediction
step, in which they use the model to predict new data. We have used the
same dataset of structures as for the informational analysis, now ran-
domly divided in training and testing subsets. Statistical errors and biases
were again estimated by bootstrapping resampling with 50 replicas. While
the NBC estimates the probability for different burial levels of a given
residue simply from a local ‘window’ of identities in the primary se-
quence, neglecting most correlations between adjacent residues, the
HMM considers explicitly the correlations between ‘fragments’ of
hidden variables, including burials, which are modeled as producing the
observed primary sequence. Both algorithms are described in detail in the
Supplementary Information, as well as the procedures to obtain the cor-
responding prediction information, /,, and prediction information den-
sities, i,, to be compared with the mutual information estimates
I(0°; B)” and i(Q; B), respectively.

3 RESULTS

Figure 1 illustrates the statistical behavior of local sequences of
Cjg burials, as determined from central distances normalized by
radius of gyration. N-block entropy is shown as a function of
block size N. Different curves correspond to different alphabets,
ranging from two to five equally probable burial levels.
Deviation from linearity for large N results from saturation of
the databank as all curves converge to the same alphabet-
independent saturated limit behavior. Deviation from linearity
for small N and, more perceptively, a positive intercept with the
ordinate axis reflect the expected local correlations between
adjacent burial levels. These results suggest a low-order marko-
vicity, with m not higher than 2 or 3. Analogous results for C,
burials, shown in the Supplementary Information, indicate a
qualitatively similar behavior. For identities, on the other
hand, as also shown in the Supplementary Information, it is
apparent that H(QV) increases linearly from the origin for all
alphabets, being consistent with zero-order markovicity, m =0,
or equivalently, statistical independence between amino acid
identities along the sequence. Accordingly, as shown in
Table 1, residue entropy density i(Q) is very close to the
single letter entropy, H(Q'), increasing from essentially 1
for HP sequences, /(Qup)~ H(Qlp)~ 1 bit/residue, to
Qo) ~ H(Qéo) ~ 4.18 bits/residue for 20 amino acid letters
while mutual information between adjacent identities is close to
zero. Entropy densities of correlated burials, however, are sig-
nificantly lower than corresponding single burial entropies, with
a positive mutual information between adjacent burials, such as
h(Byn) ~ 0.62 < H(B,,) ~ 1 bit/residue and I(B.B;;) ~ 0.34 bit
for two C, burial levels. Cy burials consistently display larger
entropy densities, such as /(Bg,) ~ 0.73 and h(Bg;) ~ 1.1 bits/
residue for two and three burial levels, respectively, to be com-
pared with h(By) ~ 0.62 and /(B,3) =~ 0.95 bit/residue for C,
burials.

CB burial entropy densities

20

= 15

2

>

o

S 10

£ L

@

x

[$]

o

m 5 2 levels
3 levels ———
4 levels ——
5 levels —a—

0 5 10 15 20
Block length (atom)

Fig. 1. N-block sequence entropy estimates as a function of block size N
for different alphabets of Cy burial levels. Both the entropy density
(inclination) and excess entropy (intersect with the ordinates) are
obtained from straight lines fitted to the linear region, which is clearly
identified for L=2 and L=3. Deviation from linearity for small N is
indicative of local correlations while deviation at large N is due to data-
bank saturation. Analogous results for amino acid identities and C,
burials are shown in the Supplementary Information
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Table 1. Single sequence analysis

H(X) I(X;: Xig1) h(X) Ey

HP 1.00000(9) 0.00072(8) 0.9969(2) 0.0096(7)
HPN 1.5806(4) 0.0009(1) 1.5734(7) 0.018(3)
20 4.185(2) 0.005(7) 4.176(4) 0.010(5)
a2 0.99974(6) 0.342(3) 0.619(1) 0.513(9)
o3 1.5796(3) 0.574(3) 0.933(4) 0.91(2)
£2 0.9988(1) 0.211(3) 0.724(2) 0.46(2)
83 1.5804(2) 0.377(4) 1.075(6) 0.92(4)

Letter entropy, H(X), and mutual information between adjacent letters, /(X;; Xiv1),
are in bits. Entropy density A(X), in bits/letter, and corresponding excess entropy
Ey, in bits, were obtained from data fits shown in Figure 1 or in the Supplementary
Information. Each line corresponds to a different alphabet of amino acid identities
or burials, as indicated in the first column. Error in the last significant digit is shown
in parentheses.

The dependence on N of the estimates for mutual information
between N-blocks of burials and central residue identities,
I(Qy; BY), is shown in Figure 2 for two and three levels of Cg
burials. Analogous results for C, burials are shown in the
Supplementary Information. Mutual information density,
i(Q; B) =~ I(Qo; B*), was obtained by extrapolation from expo-
nential or sigmoidal fits to the points before saturation, as indi-
cated by solid lines and shown in Table 2. Mutual information
density is always larger for Cy burials when compared with C,
burials with the same alphabet combination, such as
i(Q20; Byn) ~ 0.09 <i(Q2; Bgr) ~ 1.13 bits/residue. As could be
anticipated, it tends to increase with alphabet size either of amino
acid identities or burials such as, in the case of Cg atoms, from
i(Qmp; Bgp) ~ 0.07 bit/residue for the HP alphabet and L=2
burial layers, to i(Qx; Bgsz) ~ 0.18 bit/residue, for 20 amino
acid letters and L =3 layers. Databank saturation prevented re-
liable density estimates for L> 3.

Positional mutual information values, I(Q;; By), are shown in
Figure 3a for 20 amino acid letters and different numbers of
burial levels of Cy atoms. Positional mutual information is es-
sentially 0 for burial and identity pairs separated by more than 15
residues. We therefore use the sum Zfi | 1(Qi; By) with N=31 as
a reasonable approximation of I(Q>; By)™ =) o, Qs Bo)
which, as indicated in the Supplementary Information, is ex-
pected to be a lower bound for I(Q*; By). We were also able
to explore the effect of many burial levels on I(Q%; By)~. As
shown in Figure 3b, 1(0*; By)~ for Cy increases significantly
from two layers to five layers, approximately from 0.13 to
0.18 bit, but only slightly for additional layers with asymptotic
limit close to 0.2 bit. Qualitatively similar results were obtained
for C, atoms but mutual information between single burials and
local sequence tends again to be smaller in this case when com-
pared with Cy atoms, although the difference is smaller than for
mutual information density, as also seen in Table 2. We also
show for comparison in the same table the mutual information
between single letters, /(Q; B).

The performance of two-layer Cg burial prediction is summar-
ized in Figure 4. Analogous results for C, burials are shown in
the Supplementary Information. Prediction accuracy, 4 (a,b),
and prediction information, 7, (c,d), as determined by

(a) Cy 2levels (b) Cpy 3levels
0.2 02
HP —— HP ——
- HPN —— - HPN ——
R 20 lefters —— S o5 20 letters ——
c c
k) 2
s 0.1 / é o ]
£ £
g /ﬁ g //.—«"/
2 005 Z 005 1
2 2
0 0
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10

Block length (Cﬁ atom) Block length (Cbatom)

Fig. 2. Estimates for the mutual information, /(Qq; B"), between a single
central amino acid identity, Qy, and N-blocks of burials, BY, as a function
of block size N, for two (a) and three (b) levels of Cy burials. Different
sets of points correspond to different alphabets of amino acid identities.
Lines represent exponential or sigmoidal fits to the data before saturation
from which limiting values #(Q; B) = I(Qy; B>) are obtained. Saturation
for L=2 occurs at N ~ 11 and is not perceived in the displayed range,
while for L =3 it occurs N = 8§, as observed in (b). Analogous results for
C, burials are shown in the Supplementary Information

Table 2. Inter-sequence analysis

L 1(Q; B) iQ; B) 1(Q; Bo)~

C, Cy Ca Cy Ca Cy

2 HP  0.0297(6) 0.0472(9) 0.050(3) 0.068(2) 0.059(3) 0.070(3)
HPN  0.042009) 0.062(1)  0.068(3) 0.092(2) 0.089(7) 0.100(4)
20 0.046(1) 0.067(1) 0.091(7) 0.13(1) 0.113(5) 0.124(5)

3 HP  0.0357(9) 0.054(1) 0.066(4) 0.088(2) 0.075(4) 0.086(4)
HPN 0.051(1) 0.075(1) 0.091(4) 0.117(3) 0.114(5) 0.125(5)
20 0.057009) 0.081(2) 0.130(6) 0.176(6) 0.149(7) 0.159(6)

Mutual information between single letters, /(Q; B) in bits, mutual information dens-
ity, i(Q; B) in bits/pair, as obtained in Figure 2 and Supplementary Information, and
the lower estimate for the mutual information between single burial and local se-
quence of identities, /(Q*; By)™, as obtained in Figure 3, for C, and Cg atoms are
shown for different combinations of identity alphabet and number of burial layers,
as indicated in the first two columns. Error in the last significant digit is shown in
parentheses.

Equations (S9) and (S10) of the Supplementary Information,
are plotted as a function of window size for the NBC (a,c) and
as a function of fragment size for the HMM (b,d). In addition to
the complete alphabet of 20 amino acids, tests were also per-
formed using the HP and HPN-reduced alphabets. For the
NBC, we report results for the simpler variation provided by
Equation (S4) of the Supplementary Information, NBCI
(non-shaded symbols), and also for the variation using positional
probabilities conditional to central residue identity, as provided
by Equation (S5) of the Supplementary Information, NBC2
(shaded symbols). Both accuracy and information increase sig-
nificantly as the window grows from one to nine residues, but not
perceptibly for longer windows. Overall performance is higher
for Cg than for C, atoms. For 20 amino acids, accuracy increases
from ~61% to above 65% for C, atoms and from around 63%
to above 66% for Cg. These few percentage points in accuracy
improvement actually correspond to around 100% increase in
prediction information, from around 4 to above 10 centibits and
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tity at position i, Q;, within the N-block of identities OV, and central Cp
burial, By, for 20 amino acid letters and various numbers of burial levels
(a) and limiting behavior for the sum of positional mutual information
terms, obtained with fixed block size N =31, as a function of the number
of burial levels for C, and Cg atoms (b)
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Fig. 4. Prediction accuracy 4 (a,b) and prediction information 7, (c.d) for
two levels of Cy burials with different identity alphabets. Plots in the first
column (a,c) show results for NBC predictions; the second column (b,d)
refers to the HMM results. The NBC method is bounded, within error, to
the limits established by corresponding /(Q; By)~ estimates (dotted
horizontal lines), while the same limits are surpassed by the HMM
method (d). In all plots, unshaded symbols represent the simplest version
of each algorithm (NBC1 or HMM with nothing but burial levels
encoded into the hidden variables) and shaded symbols represent im-
proved versions (NBC2 or HMM with secondary structures). For
HMM, half-shaded symbols represent the version that used side-chain
orientations

from around 6 to above 11 centibits for C, and Cj, respectively,
for NBC1. Further improvement provided by NBC2, although
hardly perceptible in the accuracy measure, is consistently
observed for prediction information, accounting for more than
1 centibit of additional information for 20 amino acids while

sampling error is of the order of millibits. For the HP and
HPN alphabets, both NBC1 and NBC2 predictions agree,
within sampling error, with the corresponding lower limits pro-
vided by 1(Q*°; By)~ while for 20 amino acids this is the case for
NBC2.

For the HMM, tested fragment lengths ranged from 3 to 9,
but some configurations could not be tested due to hardware
constraints related to computer memory usage with many
hidden variables. It is clear in the plots of Figure 4b and d
that the fragment length has a direct correlation with the quality
of results for HMM prediction, especially when the full 20-letter
alphabet is used to represent amino acid sequences. The connec-
tions between burial levels and secondary structures (shaded
symbols) and between burial levels and two possible side chain
orientations (obtained from the comparison between Cg and C,
burials and represented as half-shaded symbols) were also inves-
tigated by incorporating the corresponding hidden variables into
the HMM states. Both approaches were successful in improving
the prediction of burial levels, and the usage of secondary struc-
tures was slightly more effective than that of side-chain orienta-
tions. Incidentally, it was found that not only the prediction
accuracy of burial levels but also that of secondary structures
is improved when both features are considered together (data not
shown). Our most accurate results for burial prediction were
around 67.5 and 68.5% of correctly classified residues, respect-
ively, for C, and Cg. Corresponding prediction information
values of ~0.13 and 0.14bit are higher than the lower limits
provided by I(Q*; By)~, as was consistently observed for the
HMM algorithm, particularly with the configurations that em-
ployed additional descriptors to the hidden variables and frag-
ment sizes of at least six to seven residues. As with the NBC,
prediction of Cg was generally better than that of C,,.

Since the HMM algorithm works with relative probabilities of
fragments of burial levels, it is meaningful to estimate the density
of prediction information, i,, according to Equation (S12) of the
Supplementary Information, i.e. the amount of new prediction
information discovered for each new residue once the previous
burials have already been established. Figure 5 shows
hn(B|B(Q)) (a) Equation (S14) of the Supplementary Informa-
tion, for the various HMM prediction schemes for Cg burials, as
well as corresponding values of /y(B), Equation (S13) of the
Supplementary Information, computed from block entropies
shown in Figure 1. The difference between these quantities is
the estimate for the prediction information density, i,, Equation
(S12) of the Supplementary Information, which is shown in (b).
Our results can be compared with the corresponding estimates
for the mutual information density between sequences and bur-
ials, i(B; Q), from Table 2, also displayed in (b) as dotted hori-
zontal lines, which should act as effective upper limits on
prediction quality. Analogous results for C, burials are shown
in the Supplementary Information. Since i, for N > 7 agrees
within sampling error with i(B; Q), it is suggested that our
best overall results for two burial levels are extracting virtually
all of the burial information that is available in local sequences.

Figure 6 compares the prediction information achieved when
the NBC and HMM methods are applied to predict discrete Cg
burials into more than two layers. Analogous results for C, are
shown in the Supplementary Information. In all cases, it is clear
that the quality of prediction is improved when the number of
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Fig. 5. For HMM results, the density of prediction information, i,, can
be calculated as the difference between an N-dependent estimate for the
entropy density of burial levels, /Ay(B), Equation (S13) of the
Supplementary Information (shown as a solid line in a), and an analo-
gous estimate for the entropy density conditional to prediction,
hy(B|B(Q)), Equation (S14) of the Supplementary Information (shown
as points in a). Resulting differences are plotted in (b) in comparison to
the upper limit provided by the observed existing mutual information
density between burials and sequences, i(B; Q) (horizontal dashed
lines). The results for Cg predictions are shown here. Analogous results
for C, predictions are shown in the Supplementary Information. Point
symbols are encoded similarly to Figure 4

Mutual Infomation

3 4 5
Number of Layers

Fig. 6. As the number of discrete burial layers increases, the quality of
prediction, as measured by the prediction information, 7,, also improves,
at least up to four to five layers. The results are shown for NBC2 and
HMM Cg predictions. Analogous results for C, are shown in the
Supplementary Information. Window size of 15 and fragment size of 7
were used for NBC and HMM, respectively. HMM predictions were
performed with no additional descriptors to the hidden variables.
Dotted error bars represent the estimated lower bounds for the mutual
information between single burial and sequence of identities, /(Q*; By)~

layers is increased up to a number of 4. The rise in quality for
five or six layers, however, is less significant, suggesting an upper
limit for the number of layers into which it is useful to split a
protein for burial-level prediction. As already observed for two
burial layers, prediction information tends to be larger for Cg
when compared with C, atoms. Furthermore, /(Q*; By)~ values
are also approached by NBC and surpassed by HMM
predictions.

4 DISCUSSION

In this study, we estimate by extrapolation, neglecting long range
correlations, the mutual information density between local

sequence of amino acid identities and corresponding burials,
i(Q; B) = I(Qy; B>). It must be noted that the underlying prob-
ability distributions, estimated from local block statistics, are
much simpler than distributions of whole amino acid sequences
and tertiary structures. In particular, they are consistent with
markovicity and a linear dependence of entropy, and mutual
information, on block length, as shown in Figure 1. Meaningful
densities of entropy and mutual information can be estimated for
this simplified statistical scheme with different reduced alphabets.
Additionally, and most importantly, resulting estimates for i(Q;
B) provide upper limits for the quality of prediction associating
local sequences of burials and identities, a clearly attemptable
task with established learning algorithms. Prediction of single
burial values from local sequence, on the other hand, should
be limited simply by the mutual information between local se-
quence and single burial, I(Q*; By), which is difficult to estimate
for 20 amino acid letters due to databank saturation. We provide
therefore a lower bound, /(Q%; By)~ <I(Q°; By), further neg-
lecting local correlations between amino acid identities condi-
tional to single central burial. For the tractable HP alphabet,
the difference between I(Q°; By) and I(Q*°; By)~ is a single cen-
tibit, as shown in the Supplementary Information.

Single sequence statistical behavior, as summarized in Table 1,
is qualitatively similar to what was previously observed for sec-
ondary structure by Crooks and Brenner (2004). While amino
acid identities in local sequences appear to be statistically inde-
pendent, short-range correlations are detected for the
one-dimensional structural descriptor, either secondary structure
or burial. Correlations between burials are stronger for C, than
for Cg atoms, as evidenced by smaller entropy density and larger
mutual information between adjacent letters in the first case.
This observation is likely to be at least partly associated to a
longer distance along the sequence between adjacent Cy when
compared with C, atoms. As shown in Table 2, local sequence
appears to be more informative about Cg than C, burials, as
indicated by larger values of I(Q>°; By)~ and i(Q; B) in the first
case. Nevertheless, the proportional contribution to mutual in-
formation from local sequence beyond single residue identity
appears to be larger for C, when compared with Cg, as suggested
by larger values for I(Q*; By)~ /1(Q; B) for the backbone atom.

Our estimates for the mutual information density, i(Q; B), in-
dicate that the uncertainty about burials that is resolvable from
local sequence, already considering the reduction provided by
sequence-independent burial local correlations, can be as small
as 9 centibits/residue, as for two levels of C, burials, and also at
least as large as 18 centibits/residue, observed for three levels of
Cp burials. These values are comparable to estimates involving
secondary structure (16 centibits/residue; Crooks and Brenner,
2004), and are around 15% of the corresponding burial entropy
density. Estimates for i(Q; B) tend to be larger than for corres-
ponding estimates for 1(Q*; By)~, particularly for C, atoms, in
which case the difference is consistently between 1 and 2 centi-
bits. It is suggested, therefore, that a couple of centibits of extra
burial information might be extracted from sequences, in this
case, when local burial correlations are accounted for. The
effect on Cp atoms is smaller, again indicating a milder depend-
ence of burial behavior from the side-chain atom on adjacent
residues, either through their identities or burials.
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Presently investigated burial levels, defined by equiprobable
layers of central distances, display some qualitative similarity
with burial levels defined from accessible surface areas, as
reported by Crooks et al. (2004). Oscillations in positional
mutual information observed in Figure 3, reflecting secondary
structure exposure periodicity, are also observed in analogous
plots involving burials in that previous investigation, although
not for identities or secondary structure assignments. Notably,
however, single amino acid identities appear to be more inform-
ative about accessible surfaces than about central distances.
While single residue mutual information between identity and
two bins of burials reported by Crooks et al. (2004), is 0.15 bit,
our presently estimated value for 1(Qx; Bgy) is only 0.07 bit, or
about half of the corresponding density, i(Q20; Bg»), as shown in
Table 2. Correlations between adjacent central distances, on the
other hand, appear to be larger, as shown by larger values of
I(B;; Biy1) in Table 1 when compared with values reported in
that previous investigation.

These discrepancies might be partly associated to different
procedures for determination of burial levels. While levels of
accessible surfaces were explicitly determined from mutual infor-
mation maximization, our levels of central distances simply
maximize unconditional uncertainty. It is possible, nevertheless,
that intrinsic physical differences between the two measures are
also involved. Although correlated in globular proteins (Pereira
de Araujo et al., 2008), it is apparent that accessible surface area
should be affected more directly by residue hydrophobicity while
being somewhat less dependent on adjacent residues. It is not
presently clear how much information could be expected from
actual predictions of accessible areas from local sequence, since
mutual information densities have not been reported. Weaker
correlations when compared with central distances, however,
are indicative of a less pronounced increase in prediction infor-
mation with additional local environment beyond single residue.
In any case, even if eventually more predictable than central
distances, it remains to be shown if accessible areas can be as
efficient in tertiary structure determination.

Our prediction results indicate that most of the burial infor-
mation shared by local sequences is easily captured by simple
statistical prediction schemes based on HMM or, to a lesser
extent, NBC. Interestingly, /(Q*; By)~ is approached by the
NBC algorithm, which neglects most identity correlations condi-
tional to single burials, and actually surpassed by the HMM
algorithm, which appropriately accounts for such correlations.
Furthermore, near-optimal prediction for HMM algorithms is
indicated by the corresponding mutual information density ap-
proaching our present estimate for i(Q; B). From the results with
reduced identity alphabets, it is apparent that only about half of
the burial information extractable from local sequence using all
20 amino acid letters is still extractable when the HP-reduced
alphabet is used instead. The significant improvement provided
by the HPN alphabet, with just a single additional letter, indi-
cates however that judiciously chosen reduced alphabets might
still be useful in actual prediction, particularly in situations in
which the size of the training set might become a limiting factor.
In the opposite situation, when the training set is sufficiently
large, prediction could be improved by increasing the number
of burial levels, as indicated by Figure 6, or by including more
hidden variables in the HMM.

In any case, independently of the size of the databank, burial
prediction information is unavoidably restricted within a small
fraction of the unconditional burial uncertainty, as provided by
the density of mutual information between identities and burials,
i(Q; B). Even considering the possibility of judicious partitioning
of the databank, such as according to chain size or structural
class, the basic situation is unlikely to change significantly. As
has been previously noted (Crooks and Brenner, 2004), a small
amount of mutual information between local sequence and struc-
tural descriptors, when compared with the descriptor entropy
density, indicates that local structure, as reflected in secondary
structure or burials, must be largely determined by non-local
information. It is useful, however, to distinguish between
sequence-dependent and sequence-independent non-local infor-
mation. After all, a large amount of structure-determining infor-
mation is provided by sequence-independent constraints,
analogous to grammatical rules of human languages (Pereira
de Aratijo and Onuchic, 2009). The information to be obtained
from sequences, corresponding in the same analogy to the actual
literature codified in written texts, should actually be much smal-
ler. The distinction between sequence-dependent and sequence
independent information is already apparent locally. The uncer-
tainty of 1bit for two burial levels of a single C, atom, for ex-
ample, diminishes to 0.6 bit due to sequence-independent local
information, or a reduction of 0.4 bit, while around 0.1 bit is
resolvable by sequence-dependent local information. A particu-
larly interesting possibility, from the predictor’s perspective,
would correspond to sufficient sequence-dependent information
for tertiary structure determination being exclusively local, while
non-local information would be sequence-independent.

A large amount of sequence-independent non-local structural
information is actually inferred from the small expected total
number of protein shapes, €2;, which has been estimated by dif-
ferent groups to be in the order of several thousands (Chotia,
1992; Govindarajan et al., 1999; Koonin et al., 2002; Zhang and
DeLisi, 1998). If € is assumed to be 10000, for example, the
corresponding entropy would be limited from above by log, €2
and could not be more than around 13 bits per structure, or only
0.05 bit/residue for a putative typical length of 260 residues
(0.1 bit/residue for 130 residues). This would be the uncertainty
about whole structures, and therefore burials, to be resolved
from sequence. The large remaining single burial uncertainty,
e.g. ~(1—005=095) bits/residue for two C, burial levels,
must therefore be resolvable by sequence-independent informa-
tion, both local (=~ 0.4 bits/residue, as discussed above) and
non-local (= 0.55 bits/residue, as a consequence). Note that
even if the total effective number of structures turns out to be
larger or smaller by up to two orders of magnitude, the estimated
amount of sequence-dependent structural information could not
change by more than a couple of centibits/residue. It is interest-
ing that an independent argument, based the thermodynamic
stability of globular proteins, provided a compatible entropy es-
timate, ~ 10-30 bits per macromolecule (Crooks et al., 2004).

This small amount of sequence-dependent information (litera-
ture), when compared with the large amount of sequence-
independent constraints (grammar), is an unavoidable
consequence of a modest total number of structures when
compared with possible sequences. It is also clearly consistent
with the sound elusiveness of possible solutions for the problem
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of ab initio protein structure prediction, contrasting to signifi-
cant success in homology modeling. Note that the entropy of
whole amino acid sequences must indeed be much larger than
structural entropy since many sequences fold to each single
structure (Koehl and Levitt, 2002; Larson et al., 2002), although
smaller, and less trivial, than estimated from local statistics.
Long-range sequence correlations have been detected
(Pande et al., 1994) and must produce deviations from marko-
vicity, contributing not only to reduce the entropy but also to
destroy its linear dependence on chain length. Crucially, in any
case, the presently reported small information for burial predic-
tions can still turn out to be sufficient for structural determin-
ation when combined to appropriate sequence-independent
constraints.

5 CONCLUSION

Knowledge about atomic burial levels has been previously shown
to be both sufficient for structural determination of small globu-
lar proteins and entropically compatible with amino acid
sequences. Our present results, however, indicate that only a
fraction around 15%, at least for C, and Cg atoms, of burial
uncertainty is resolvable by local amino acid sequence. On the
bright side, most of this sequence-dependent burial information
is easily extractable by simple prediction schemes, such as the
presently implemented NBC and HMM. Most importantly,
these predictions provide parameters for future folding simula-
tions completely independent of knowledge about the native
structure. The possibility of structural prediction of globular pro-
teins from amino acid sequence using atomic burials as informa-
tional intermediates, including a possible combined improvement
of sequence-independent constraints and burial prediction
schemes, can now be investigated directly.
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1 STATISTICAL SCHEMES FOR BURIAL
PREDICTION

1.1 Naive Bayesian Classifier (NBC)

Given a protein sequence, Q@ = {qi,---,qn}, corresponding
discrete burials, B = {b1,---,bn}, and the “alphabets” Q =
{x1,--- yxro}and B = {f1,--- ,BLy} of residue identities and
burial levels, ¢; € Q and b; € B, it is possible to estimate for
each position ¢ the probability for the different burial levels 8 € B,
conditional to the sequence of a local window of 2w+ 1 amino acids
centered at position i, p(b; = 5|Quw), or p(8|Quw) for short, with
Qu = {Qi—w, iyt 7Qi+w} and Eﬁp(ﬁm?w) = 1 (Fig.
1-a). From Bayes’ rule, we have

p(Q’w) p({quw,“‘ 7q'z+w})
In a Naive Bayesian Classifier (NBC) it is assumed that residue
identities in the window can be considered statistically independent
both unconditionally, i.e.

p({qi—uu cee

Jitw}) = [ [ Paiss), @
i

and also conditionally to the burial level of the central residue, i.e.

p({qifw,---,qu}w):l;[p(qﬁﬂmz j % 3)

where the index j indicates the position in the window, from —w to
w. Equation 1 then becomes:

p(6|{Q7—w7 (q7i+j76) )

p
p(6) 1;[ (p(qm)p(ﬁ)

Pl A13)
P11 (p(xj)p(ﬂ)) - @

J

7qi+w}) =
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where p(f) is the unconditional burial probability of the central
residue, estimated from the the frequency of residues with burial
level 8 in the data bank independently of residue identity or
sequence position (when burial levels are equiprobable p(8) =
(1/Lp) for all 3). Note in the denominator of the above equation
that the unconditional probabilities of residue identities at position
J» X5 = Qi+j, are assumed to be independent of position, or
p(qi+;) = p(xj,J) = p(x;)p(j), while the joint probabilities
between identities and burials, appearing in the numerator, depends
explicitly on the position j, or p(qi+j,3) = p(xj,5,7)- In this
way, the number of parameters to be computed from corresponding
frequencies in the data bank in order to estimate the conditional
burial probability using equation 4 is Ly x Lg X (2w + 1), for
the 2LCAD yalyes.
p(x)p(B)

The interpretation of Eq. 4 is straightforward. Sequence-
independent probability for burial level 5 at the center of the
window either decreases or increases as knowledge of residue
identities, ¢;4+; = X, at different window positions j are taken
into consideration, depending on whether the joint probabilities
conditional to j, p((x,B)|j) are smaller or larger than expected
under the assumption of statistical independence, p(x)p(8). If
the probabilities are expressed in negative logarithmic scale the
product of factors, either larger or smaller than unity, becomes a
sum of mutual information terms, correspondingly either positive
or negative, and the resulting scheme becomes similar the classical
GOR algorithm for secondary structure prediction (Garnier et al.,
1978). Positive qualities of the NBC are its simplicity and flexibility.
The predicted atomic burial might correspond, depending on the
parameters being used, to any atom of the central residue. It might
be considered as independent of residue identity, like Cl, in general,
or very specific, like Cg2 of isoleucine. In this last case positional
probabilities in Eq. 4 are necessarily conditioned to central residue
identity, or

s Qi+ w

P(BH{qi—w, -

H( x;;ﬂbﬂx)o)) 5)

J

© Oxford University Press 2012.
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Fig. 1. (a) In the Naive Bayesian Classifier algorithm (NBC), p(8|Qw)
defines the probability of having the burial 3 associated to the central residue
in a window of residues Q. (b) In the Hidden Markov Model (HMM), each
state corresponds to a fragment of f — 1 hidden variables and has only L
possible successors (in this example, f = 7 and Ly = 3). The transition
probability of one state 7 to another state j is related to z~] , the fragment of
size f that encompasses both states (Eq. 6)

In the general case this additional conditioning is optional but might
be beneficial since identity correlations conditional to single burial
are now partially accounted for.

1.2 Hidden Markov Model (HMM)

A discrete, first-order, Markov process is a system comprised of
a set of N states and a fixed matrix of transition probabilities
A = {ai;} with i,7 < N. At any time, the system can be
described as being in one of the possible states, ¢. The system
undergoes a change of state at regularly spaced discrete times, with
a;; describing the probability of reaching state 7 immediately after
state 7. In a Hidden Markov Model (HMM), the states themselves
are not observable events, but they define probabilistic functions
for “emission” of the observables. The definition of an HMM
includes an alphabet of M observable symbols and a probability
distribution B = {b;(k)}, where b;(k) is the probability of
emitting symbol £ when in state j, with 1 < 7 < Nand 1 <
k < M. One of the basic problems investigated in the context of
HMMs is to find the sequence of hidden states that best explains a
sequence of observable variables, which is elegantly solved by the
forward-backward algorithm (Rabiner, 1989).

We have implemented an HMM for discrete burial prediction
inspired by the one proposed by Crooks and Brenner, 2004, for

secondary structure prediction. The alphabet of observables Q =
{x1, - yXLo} consists of amino acid residue identities. In the
most simple HP representation we have M = Lg,, = 2 while
for 20 amino acids we naturally have M = Lg,, = 20. We
also define an additional alphabet of general “hidden” variables,
H = {m, - -nry}, comprised of Ly symbols, which might
simply correspond to different burial levels or, alternatively, to more
sophisticated descriptors such as burial level combined to secondary
structure. Hidden variables must be well defined for all residues.
Hidden states in our model are biunivocally mapped to blocks of
f — 1 hidden variables for adjacent residues along the primary
sequence. The total number of hidden states is therefore T's =
(LH)f ~1, where f (typically around 5 — 9) is the size of a fragment
containing two overlapped sequences, mapped to states ¢ and j,
which is mnemonically represented by ij. Transition probabilities
between hidden states must reflect therefore the overlap between
corresponding sequences of hidden variables. For example, with
Ly = 3, f = 7, a state that maps to the burial sequence
i <> [211100] has only three possible successors: j1 <> [2111000],
j2 > [2111001] and js <+ [2111002] (Fig. 1-b). The transition
probability matrix is accordingly very sparse, with a;; = 0
whenever sequences mapped to % and j do not overlap and

i) ©

“ = @)

for overlapping sequences.

Emission probabilities might also be conveniently considered as
dependent on the fragments ij, B = {b5(k)}, where b (k) is
the probability of emitting observable symbol £ when moving from
state 7 to state j, or

b (k) = p(kli7) = 2E29). @
p(ij)

Probabilities on the right side of equations 6 and 7 are estimated
from frequencies observed in the training set of representative
examples, either using simple counts exclusively or, in the case
p(k| 7j), in combination with pseudocounts to correct for bias
from poor sampling of large fragments. Once A = {a;;} and
B = {b;;(k)} have been determined in the training step, prediction
is performed by the standard forward-backward algorithm Rabiner
(1989), which generates the probabilities v () of being in any state 7
when emitting the observed symbol at position ¢ along the sequence.
Finally, the probability P;(n) of finding the hidden variable 7 at
position ¢ is obtained by summing over all hidden states containing
n at the central position.

IMWZE:%@%@7 (8)

where 6, (i) equals either one, if the central hidden variable in
hidden state ¢ equals 7, or zero, if this is not the case.

In our tests, in addition to the more straightforward approach in
which the only possible values for the hidden variables are the burial
levels of the corresponding residues, we also performed predictions
with arrangements that employed different combinations of burial
levels and additional descriptors of structure to configure the hidden
variables. In this case, these extra descriptors were supplied to the
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algorithm only in the learning step, alongside with the burial levels,
and the prediction step was used to infer all properties at the same
time. For example, to simultaneously predict 2-layer burials and 3
possibilities of secondary structure (helix, sheet, loop), an alphabet
of 6 hidden variables was used. In a similar arrangement, 4 hidden
variables were used to represent 2 layers of C, burial, plus the
information of whether C'z is more or less buried than C,,.

1.3 Evaluation Parameters

Prediction schemes were initially evaluated by their accuracy,
computed as the ratio between the number of correct atomic
classifications, n., and total number of atoms, 7;.

A="e )

nt

Accuracy is the simplest evaluation parameter for discrete schemes
and might be used globally, for atoms in the testing set without
distinction between proteins, or locally for each individual protein.
Additionally, it might be used for arbitrary sets of atomic types, such
as “C,”, “backbone”, “side-chain”, “Isoleucine C32”, etc. It might
provide a meaningful comparison, or at least a reasonable ordering
in prediction quality, between schemes using the same input and
output representations. Direct interpretation becomes problematic,
however, when this is not the case. An accuracy A = 50% clearly
corresponds to a bad prediction for two equiprobable output burial
levels, no better than ignoring the input and choosing the output
randomly, but it might be significant for three burial levels, in

which case random prediction would correspond to A = 33%.
Additionally, there is no obvious upper limit indicating optimal
performance.

Inspired by the previous analysis of secondary structure
prediction provided by Crooks and Brenner, 2004, we have also
computed mean log-likelihoods to estimate the mutual information
between observed burials and their prediction from sequence,

I, = I(B; B(Q)) = H(B) — H(B|B(Q)), (10)

which we call simply “prediction information”. The unconditional
burial entropy H(B) is simply log, L, where L is the number
of equiprobable burial layers. The entropy of observed burials
conditional to their predictions, H(B|B(Q)), is estimated by their
mean log odds according to predicted probabilities,

M
H(BIB(Q) = — 7 > log, p(by), an
i=1

where M is the total number of residues in the data bank, labeled
by ¢, with observed burial b;, and p(b;) is the predicted probability
of this observed burial. For the HMM algorithm, which provides
probabilities for whole fragments of correlated burials, it is useful
to additionally consider the following approximation for the density
of prediction information,

ip = i(B;B(Q))
1(B"; BM(Q))

= N N
I(BY; BN (Q)) —1(B'; B'(Q))
N—1
= hn(B) - hn(B|B(Q)), (12)

with
hy(B) = w 13)

and
i (BIB(Q)) = HBYBY @)~ HBB'@)

N-1

hn(B) is computed from the entropy of burial blocks and
hn(B|B(Q)) is computed from log odds of burial fragments
according to predicted probabilities. Due to the data processing
inequality (Cover and Thomas, 2006), prediction information is
conveniently bounded by the mutual information between observed
burial and amino acid sequence, or I, < I(B;Q°). Similarly,
prediction information density must be bounded by the density
of mutual information between input and output representations,

ip < i(B; Q).

2 ADDITIONAL RESULTS

Sequence entropy densities
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Fig. 2. Entropy for identities and C',, burials. N-block sequence entropy
estimates as a function of block size N for different alphabets of Cy, burial
levels. Straight lines represent linear fits to the data from which the entropy
density (inclination) and excess entropy (intersect with the ordinates) are
obtained.
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Qo, and N-blocks of burials, BN, as a function of block size N, for
2 (a) and 3 (b) levels of C\ burials. Different sets of points correspond
to different alphabets of amino acid identities. Lines represent exponential
or sigmoidal fits to the data before saturation from which limiting values
i(Q; B) =~ I(Qo;B) are obtained. Saturation for L = 2 occurs at
N = 11 and is not perceived in the displayed range while for L. = 3 it
occurs N / 8, as observed in (b).
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Fig. 4. Approximations in mutual information estimates. Comparison
between I(Qo; BY) and I(QYN; NV)/N, for the HP alphabet and 2
levels of Cy, burials, reveals virtually coincident values before saturation
(a), suggesting that Eq. 3 of the main article is a good approximation.
Comparison between I(Q; Bo) and 3 I(Q;; Bo), on the other hand,
reveals discrepancies even for small blocks (b), indicating that a strict
inequality should be assumed in Eq. 7 of the main article. Curves represent
single exponential fits to the data before saturation. The difference in the
extrapolated limits, I(Q°°; Bg) and I(Q°°; Bo)~, is close to (0.07 —
0.06) = 0.01 bit, well above sampling error. As expected, saturation
for I(Q™; BN)/N occurs at smaller N, as indicated by a steep increase
at N =~ 8 for the present data set, when compared to saturation of
I(Qo; BN ) which occurs at N /& 11. It is indicated, therefore, that amino
acid identities in local sequences, although appropriately approximated
as independent both unconditionally and conditionally to burial sequence,
deviate perceptively from statistical independence upon conditioning to a
single residue burial, Bg.
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Fig. 5. Accuracy and prediction information for C, burials. Prediction
accuracy A (a,b) and prediction information I, (c,d) for two levels of
C, burials with different identity alphabets. Plots in the first column (a,c)
show results for NBC predictions; the second column (b,d) refers to the
HMM results. The NBC method is bounded, within error, to the limits
established by corresponding I(Q°°; Bg)~ estimates (dotted horizontal
lines), while the same limits are surpassed by the HMM method (d). In all
plots, unshaded symbols represent the simplest version of each algorithm
(NBCI1 or HMM with nothing but burial levels encoded into the hidden
variables) and shaded symbols represent improved versions (NBC2 or HMM
with secondary structures). For HMM, half-shaded symbols represent the
version that used sidechain orientations.
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conditional to prediction, hy (B|B(Q)), Eq. 14 (shown as points in a).
Resulting differences are plotted in (b) in comparison to the upper limit
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Ab initio protein folding simulations using
atomic burials as informational intermediates
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The three-dimensional structure of proteins is determined by their linear amino acid sequences but decipherment of the
underlying protein folding code has remained elusive. Recent studies have suggested that burials, as expressed by atomic
distances to the molecular center, are sufficiently informative for structural determination while potentially obtainable from
sequences. Here we provide direct evidence for this distinctive role of burials in the folding code, demonstrating that burial
propensities estimated from local sequence can indeed be used to fold globular proteins in ab initio simulations. We have
used a statistical scheme based on a Hidden Markov Model (HMM) to classify all heavy atoms of a protein into a small
number of burial atomic types depending on sequence context. Molecular dynamics simulations were then performed with
a potential that forces all atoms of each type towards their predicted burial level, while simple geometric constraints were
imposed on covalent structure and hydrogen bond formation. The correct folded conformation was obtained and distin-
guished in simulations that started from extended chains for a selection of structures comprising all three folding classes
and high burial prediction quality. These results demonstrate that atomic burials can act as informational intermediates
between sequence and structure, providing a new conceptual framework for improving structural prediction and under-

standing the fundamentals of protein folding.

Proteins 2013; 00:000—-000.
© 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

General understanding of protein folding has
improved significantly during the last decades thanks to
theoretical advances framed in terms of energy land-
scapes, which emphasize the diversity of microscopic
routes between unfolded and folded states underlying the
observable macroscopic folding behavior.1=>  Results
from the Critical Assessment of Structural Prediction
(CASP) experiments® have also shown significant
improvement in structural prediction, relying strongly on
powerful computational resources and an efficient use of
information about previously known structures, either in
the form of templates for template-based high resolution
modeling or in the parametrization of heuristic poten-
tials for free modeling, which still remains more chal-
lenging.” As another recent encouraging development,
computationally intensive “brute force” simulations of
fast folding domains have arrived at the native structure
using physically inspired semi-empirical potentials.8~10

© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.
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However, important these findings might be, particularly
considering, on one hand, the significant fraction of the
conformational space that has already been mapped!!
and, on the other hand, our continuously growing com-
putational capabilities, 12 it is noteworthy that no simple
set of rules associating arbitrary sequences to structures
has emerged. The eventual discovery of such rules would
give much insight into the actual encoding of native con-
formations in amino acid sequences and could eventually
provide, as a corollary, a general prediction scheme
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capable of dealing with new structures while avoiding
time-consuming and  error-generating  unnecessary
details.

In this direction, we have previously shown that the
native conformation of globular proteins can be obtained
from a modest amount of information about native
atomic burials, as expressed by distances to the molecular
center, when appropriately combined to simple geometri-
cal constraints.13>14 Simulations of small globular pro-
teins beginning from randomly generated extended
conformations arrived at native-like conformations when
atoms were pushed towards their native burials with con-
straints enforcing covalent geometry and formation of
hydrogen bonds for buried putative donors and accept-
ors, independently of partner. Notably, no pairwise
attractive contact interactions nor torsional bias around
single dihedrals were required to distinguish the native
topology with its correct secondary structure. Further-
more, discretization of provided native burials in a small
number of layers, with all atoms in each layer subjected
to the same burial force, demonstrated that burial infor-
mation could be rather imprecise, corresponding to an
estimated informational entropy comparable to the
entropy of protein sequences.!4 Recent estimates for the
mutual information between sequences of amino acids
and corresponding burials have also suggested that
around 15% of atomic burial uncertainty, for C, or Cg
atoms, could be resolved by local amino acid sequence.
Additionally, burial predictions from sequence using sim-
ple statistical schemes such as Naive Bayesian Classifiers
(NBC) and, particularly, Hidden Markov Models
(HMM), were found to successfully extract most of this
available  sequence-dependent  burial  information.
Extracted information was shown to increase with the
number of burial layers, up to at least four layers, and
when the dependence of burial on side chain orientation
was taken into consideration.1®

A natural hypothesis consistent with our previous
results is that the required burial information for struc-
tural determination could be obtained directly from
sequence, indicating a possible general mechanism for
informational transfer between sequence and structure.!3
In a free analogy with human communication, burials
would correspond to the language in which tertiary
structures are encoded in the amino acid script. Decod-
ing a particular message would require reading burials
from sequence, as we read phonemes from written text,
and combining this sequence-dependent information to
sequence-independent constraints, analogous to gram-
matical rules of human languages that associate meaning
to a sequence of sounds.!4 A clear separation between
sequence-dependent and sequence-independent informa-
tion, or literature and grammar, has practical implica-
tions for the design of folding simulations. Clearly, direct
reading from sequence, possibly using statistical learning
algorithms, should be attempted only for sequence-
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dependent information, that is, atomic burials. Addition-
ally, in case of conflict between sequence-dependent and
sequence-independent signals, the latter should prevail
Simulations are actually intended to guide the chain to
conformations that maximize the compatibility with nec-
essarily inaccurate sequence-dependent information while
still satisfying required sequence-independent constraints.

Here we investigate this hypothesis directly. We com-
bine discrete burial predictions from sequence, obtained
by a statistical scheme based on a previously described
HMM,!> to ab initio molecular dynamics simulations
forcing each atom toward its predicted burial layer with
geometric constraints imposed on covalent structure and
hydrogen bond formation. We have obtained and distin-
guished correctly folded conformations for a selected
group of globular proteins, comprising all three struc-
tural classes and good burial prediction quality, with cor-
rect burial assignment into four burial layers for ~ 56%
of the atoms. Sequence-dependent burial constraints in
the absence of hydrogen bonds easily guide the chain to
an ensemble of layered conformations, with most atoms
in their predicted layers but displaying a heterogeneous
distribution of RMSD values to the native structure,
uncorrelated  with  burial energy. As  sequence-
independent hydrogen bonds are gradually enforced
within this layered ensemble, the chain is either guided
towards native-like conformations, as indicated by a
decrease in RMSD values and their correlation with
hydrogen bond energy, or adopts protein-unlike confor-
mations detectable by an abnormally low fraction of
standard secondary structure. Even though the complete
range of applicability for the present approach must still
be investigated, including its expected dependence on
burial prediction quality and on possible improvement
of sequence-independent constraints, our present results
already demonstrate that atomic burials can indeed act
as informational intermediates between sequence and
structure, providing the first direct evidence for our basic
hypothesis of a distinctive role of burials in the folding
code.

METHODS

We use the term “atomic burial” in the present study
to denote the distance of an atom in the native structure
of a protein to the structural geometrical center, that is,
its “central distance,”

==/ () )z —a) (D)

where 7 is the “central vector” connecting the geometri-
cal center (xo, 0,2 ), whose coordinates are the averages
over all atoms in the structure, to the atomic position
(x,7,2).1314 We divide the structure of N atoms in a
small number, L, of concentric “layers” which are used
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Figure 1

Methods summary. (a) Illustration in a specific globular protein of atomic burials and burial layers as used in the present study. Intermediate layers
(layer 2 and layer 3) are thinner than the internal layer 1 or external layer 4 in order to provide the same expected number of atoms in all layers.
Limits for each layer were obtained from the expected radius of gyration as a function of the number N, of residues, Rg=(2.7\3/ﬁ,);\, combined to
a previously estimated probability density for the number of atoms as a function of normalized central distance, r/ Rg.15 (b) Nonstandard

terms of the potential function used in the molecular dynamics simulations. The burial potential felt by each atom depending on its predicted bur-
ial atomic type increases linearly with distance from the corresponding burial layer. As a crucial sequence-independent term, there is a strong pen-
alty for polar backbone atoms to get near the structural center (r; < 15A for the three structures under consideration) unless forming a
geometrically restrictive hydrogen bond.14 [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

to classify all atoms into a correspondingly small set of
burial atomic types, represented by the “alphabet”
B={By,B1, - ,B._1}- The two central distances limiting
each layer are chosen to provide the same expected num-
ber, N/L, of atoms in all layers. Here we use L = 4 burial
layers. See Figure 1(a).

Burial type predictions were obtained with the Hidden
Markov Model (HMM) method described in Ref. 16,
which was derived from a scheme originally developed
for secondary structure prediction.!” This method is a
supervised learning algorithm, meaning that it works by
learning statistical patterns of associations between
sequences and burials in a training set of proteins with
known structures, and then applying these patterns to
predict burials for new sequences. In our HMM, the pat-
terns that are inferred during the training phase consist
fundamentally of statistical associations along the
sequence between adjacent fragments of burial types
(transition probabilities) and between amino acid identi-
ties and the burial types of surrounding residues (emis-
sion probabilities). This model is consistent with the
observation that, while amino acid identities are almost
statistically independent, atomic burials of adjacent resi-
dues are strongly correlated.1® We used a training set of
278 globular structures smaller than 80 residues, derived
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from the PDBSELECT!8 list of March 2012, which is
intended to maximize structural diversity while minimiz-
ing sequence redundancy at the level 25% identity. For
burial prediction of all sequences in the training set we
used alignments made with CLUSTAL!? to remove, prior
to each prediction, any eventual sequence with more
than 25% identity to the sequence being predicted that
could have evaded the PDBSELECT procedure. No
sequence with more than 20% sequence identity to the
predicted sequence was present in the training set for the
proteins used in folding simulations. We have also
excluded non-globular structures, identified by a large
radius of gyration given the number of residues, with
Ry >2.9y/N;, and membrane proteins, with pdb files
containing the word “MEMBRANE.”16

The present HMM implementation uses fragments of
five adjacent residues for the HMM states of burial types
and estimates the probabilities, p;( o), for each residue i
to have its C, atom at each burial layer, BI € B, com-
bined to a relative Cg orientation, o € {], 1}, either less
(]) or more (7)distant from the center than C,, that is,
either 7,* < r™ or r,-C b > rf, respectively. Burial layer
probabilities for every heavy atom a in each residue i,
P (B), were then obtained by extrapolation using relevant
conditional probabilities:
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=" pi(B'0)pa(BIB 0) @)
B,o

where B € B and ) zp?(B)=1. The explicit dependence
of p?(B) on sequence position i comes from the factor
obtained from the HMM, p;(B'0). The other factor,
pa(B|B 0), is the conditional probability of atom a being
at burial layer B conditional to C, burial layer and Cg
orientation, B o. It depends on the chemical identity of
atom a, including residue type, and is estimated from
corresponding frequencies in the training set, independ-
ently of sequence position. The burial layer with highest
probability was finally assigned as the burial type of
atom a in residue 7.

Molecular dynamics simulations, with all nonhydrogen
atoms of the protein represented as single beads of unit
mass, m, were performed as in Ref. 14, with a program
adapted from a Fortran code previously used in simula-
tions with structure-based C, models20 and modified
afterwards to handle all atoms. Our burial all-atom
model is derived from the all-atom structure-based
model described in Ref. 21, with remotion of the native-
dependent contact and dihedral energy terms and the
addition of specific terms for hydrogen bonds and
atomic burials. The resulting potential has the following
functional form:

V= Z kg(d—dy)*+ Z ko(0—0)" + Z kx(X‘Xo)z

bonds angles chiral /planar
Grep
+ E €rep (7 + E E ehbf(r,A),
pairs atoms don/acc

(3)

where d stands for distance between two atoms, 0 and y
for appropriate angles, r for central distance, and A for
the total number of hydrogen bonds in which a putative
donor or acceptor is involved, as explained below. The
harmonic terms constrain the covalent geometry through
bond distances, angles, planar dihedrals (peptide bonds
and aromatic rings), and Cg chirality, with kd—IOOEA
ks=20erad % and k,=10erad ™ 2, for planar dihedrals, or
20erad ~?, for Cy chirality, where € is our unit of energy,
while dy, 6y, and y, are taken from an extended confor-
mation constructed from sequence with standard amino
acid geometries using the program PyMOL.22 The repul-
sive term 1is applied to all pairs of atoms that are sepa-
rated by more than two covalent bonds and do not
belong to the same planar dihedral, with €., =1.0e and
GrePZZ.SA, except for the repulsion between Cg carbons
and backbone carbonyl oxygens, in which case a larger
value Grep =3A is used instead.

The burial term is applied to all atoms, pushing them
towards their type-dependent predicted layers with a con-

] PROTEINS

stant force of =1eA '. That is, B(r) is zero everywhere
inside the 23 long interval (r*—38, 7" +8) and increases lin-
early outside this interval with slope *1, except for small
quadratic sections required to maintain differentiability at
every point, as described in Ref. 14 and shown in Figure
1(b). The burial parameters r* and 8 are fixed for each of
the four layers in terms of the radius of gyration, R,. We
use (r*/Ry,8/R,) =(0.378,0.378), (0.859,0.103), (1.051,
0.089), and (1.57, 0.43) for the four burial layers, in this
order. These values correspond to equal areas under the
burial probability density function estimated in Ref. 15.
The radius of gyration of each simulated protein is esti-
mated from its number of residues, N,, according to an
expected dependence R, ~ 2.7v/N, A.

The hydrogen bond term is applied to all backbone
nitrogen and oxygen atoms and is intended to penalize
their internalization, by e, unless they form a single
geometrically restrictive hydrogen bond, independently of
partner. We use the following function in the hydrogen
bond term:

f(r,A)=F(r)(1—A),for A < 0.95 (4)

and
f(r, A)=0,for A > 1.05, (5)

with an appropriate intermediate quadratic region for
0.95 < A < 1.05, with derivative increasing linearly from
—1 to 0, in order to maintain differentiability at A=1. The
constant value of 0 for A > 1.05 is a modification with
respect to our previous study and is intended to avoid a
bias for multiple bond formation by a single putative
donor or acceptor. Multiple bond formation by single
atoms were not a problem for the potential with native
burials but can become a complication when predicted,
and necessarily inaccurate, burials are used instead. The
dependence on ris still provided by a Fermi function

1

) e (B —m)

(6)

which changes from 1 to 0 abruptly, as controlled by B,
around r=p,. Here we use u,—lSA and B, =10A . We
also quantify hydrogen bond formation between a possi-
ble donor, i, and a possible acceptor, j, by a combination
of Fermi functions,

Aij(h,m, 0)=F(h)F(n)F(6), (7)

which changes abruptly but continuously from 1 to 0 as
any of the three controlling variables exceeds their
thresholds. These three controlling variables are com-
puted from the coordinates {7i,...,75} of the following
five atoms: the acceptor carbonyl oxygen (1), the donor
nitrogen (2), the two atoms adjacent to this nitrogen (3
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and 4), and the carbon adjacent to the acceptor oxygen
(5). These coordinates define three convenient vectors:
nW=n—n,n=n+rn—2r» and v;=7 —7. In terms of
these vectors h=|v]| is the norm of ¥,m is the angle
between v; and v, and 0 is the angle between v and 3.
The total number of hydrogen bonds formed by a given
possible donor, i, is obtained by the sum of hydrogen bond
formation for all putative bonds in which it is involved,

A=Y g, (8)
j

and conversely for possible acceptors. We use the fol{oyx{-
ing hydrogen bond parameters: p,=3A,3,=100A
u,=0.5rad, B,=100rad !, py=0.7rad , Ba=100 rad ~'.
The hydrogen bond energetic penalty, €y, increased line-
arly from 0 to 5e (annealed hydrogen bonds) during the
simulation. Absolute temperature was maintained at
T=1e by a Berendsen thermostat. The energetic cost of
2epp, for breaking a buried hydrogen bond is therefore 10
T at the end of the simulations with hydrogen bond
annealing. The time step of integration in the molecular
dynamics procedure is 0.005t, where t is the unit of
time determined by our units of distance, A, mass, m,
and energy, ¢, that is, It=1A m/e.

The potential is therefore very simple and not
intended, at least in its present form, to distinguish
between minuntiae of different native-like conformations.
Notably, no attractive van der Waals interaction is
included nor any torsional potential around single bond
dihedrals, eventhough favorable contact pairwise interac-
tions and dihedral orientations are known to play a
dominant role in many other potentials used in folding
simulations.23—25 Previous simulations,14 however, have
shown that the present potential, using native burial
information in the burial terms with as few as just three
burial layers, is sufficient not only to constrain the chain
within a native-like ensemble with average RMSD from
the native structure around a couple of angstroms, but
also to consistently guide randomly generated initial con-
formations to this native-like ensemble. Additionally, due
to this simple form, conformational sampling is relatively
fast since the underlying energy landscape is much
smoother than for detailed potentials intended to distin-
guish between slightly different high resolution models.
In our previous study with native burials the burial term
was annealed during the simulations. It turns out that
the presently performed annealing of the hydrogen bond
term is more efficient in avoiding kinetic trapping, par-
ticularly for proteins containing (3-sheets.

RESULTS

Burial prediction results are summarized in Figure

F2 2(a). Prediction accuracy for all heavy atoms in four bur-
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ial layers is plotted for the 278 small globular structures
against accuracy rank. Accuracy varies from close to
25%, which is no better than random prediction, to
higher than 60%, with an average of 45% and standard
deviation of 7% (horizontal lines). The average log-
likelihood, (LL)=—(1/M)>_ p?(B,)logp?(B,), where
P?(B,) is the predicted probability for the observed bur-
ial layer in the native structure, (3,, and M is the number
of atoms in the data set, is close 1.75 bits, resulting in a
prediction information, as used in our previous study,16
I,=log,4— (LL) ~ 0.25 bits. This is higher than our
previously reported values, below 0.2 bits, for four layers
of Cy or Cg atoms with size-independent training and
testing sets, with no separation by chain length.16 Con-
sistently with this last observation, Figure 2(b) shows
that the presently reported prediction accuracy for all
atoms in small structures is also higher than for predic-
tions of the same structures using a size-independent
training set. It should be noted that prediction improve-
ment arises from the present compatibility, with respect
to chain length, between structures in the training set
and sequences to be predicted, and not because predic-
tion for very small proteins is particularly easy. As shown
in the same panel, prediction accuracy for groups of lon-
ger chains, with the number of residues N, satisfying
81 < N, <120 or 121 < N, < 160, are actually compara-
ble to our present results for N, < 80 when training is
performed inside each group and higher than for train-
ing in the whole set including all lengths. For even longer
chains we observe a slight decrease in prediction
accuracy.

Maximal, average and standard deviation of pairwise
identities with proteins in the training set are also shown
for each predicted protein in Figure 2(a) and no correla-
tion with prediction accuracy is apparent. Accuracy in
the investigated set does not correlate either with simple
structural parameters such as the fraction of a or B sec-
ondary structure (not shown). We observe, however, that
prediction accuracy for each protein does increase, as
expected, for more reliable atomic predictions, as meas-
ured by the probability, p{(B,), for the predicted layer
B, As seen in Figure 2(c), prediction accuracy for each
protein tends to increase slightly for predictions with
p{(B,) > 0.3 and more significantly for pf(B,) > 0.4 and
pi(By) > 0.5. The fraction of atoms satisfying these
increasing restrictive criteria in each protein necessarily
decreases, however, as shown in Figure 2(d). In the pres-
ent investigation we use all burial predictions on an
equal basis, independently of reliability.

We selected three proteins with high burial prediction
accuracy, comprising all three structural classes, for a
detailed analysis using molecular dynamics folding simu-
lations: the all-a XLR Effector AVR3A11 from Phytoph-
thora capsici (RePc, PDB code 3zr8, 65 aa), a variant of
the a/B protein G B2 domain from Streptococcus sp.
(ProtGSsp, PDB code 3fil, 56 aa), and the topologically
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Figure 2

Burial prediction results. (a) The horizontal axis represents the N;=278 proteins in the dataset ordered by prediction accuracy rank. The sigmoidal
curve indicates the fraction of residues that were assigned to the correct burial layers for the respective protein with sample average and standard
deviation, {1+, indicated by horizontal lines. Identity scores between the reference protein at a given rank and all proteins in the training set
were obtained with CLUSTAL!® and their average and standard deviation are indicated by error bars while the highest scores are shown by the
connected line. (b) Average accuracy for each group of structures as a function of chain length range for size-dependent and size-independent
training sets are represented by solid bars. Error bars represent standard deviations of the mean, o,/+/N;, which are small because the number of
structures in each sample is large. For N, < 80, for example, we have &, ~ 7%, as shown in (a), and o,/+/N; ~ 7/v/278 = 0.05%. (c) Each set of
points shows, as a function of prediction accuracy rank, the prediction accuracy exclusively for atoms whose probabilities of being in the predicted
layer, pf(B,), are above a certain threshold. (d) Each set of points shows the fraction of atoms satisfying the criteria used in the previous plot.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

nontrivial all-B cold shock protein of Bacillus caldolyticus
(CsBc, PDB code 1c90, 66 aa). Their burial predictions
are shown in Figure 3(a—c), with a percentage of cor-
rectly assigned atoms around 56%. For comparison pur-
poses, around 15% of our current protein dataset of
small structures have more than 50% of their atoms cor-
rectly assigned by this procedure. The training set for
each of these three selected proteins contained only
sequences with less than 20% identity to them and burial

prediction accuracy would not change significantly if
more stringent cutoffs were used instead: less than 1%
difference at 15% cutoff and within 3% difference (54%,
57%, and 59%) at 10% cutoff. Molecular dynamics sim-
ulations for these three proteins with annealed hydrogen
bonds were performed as described in the Methods sec-
tion. As nonstandard terms we have a constant force
pushing each atom toward a single burial layer among
four pre-established possibilities and an energetic penalty,

6 PROTEINS
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Figure 3

Burial predictions and folding trajectories. Prediction of burial layers (left). Central layer positions for each heavy atom are in shown in blue/dashed
lines for predicted burials and in red/solid lines for actual burials, in terms of distance from the molecular center. Circles indicate C, atoms. Fold-
ing simulations (right). C, RMSD is plotted as a function of simulation time step. Each panel shows ten to eighteen independent trajectories for a
single protein, using a burial potential derived from the prediction shown immediately above. Burial constraints remain constant while the ener-
getic penalty for not forming hydrogen bonds increases linearly in time. Simulations were performed at absolute temperature (in energy units)
T=e. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

which increases linearly in time, for backbone polar
atoms to get buried unless forming a geometrically
restrictive hydrogen bond, independently of partner. The
layer to which each atom was pushed, that is, its burial
atomic type, was obtained from the burial prediction.
No information about the native structure was included.

As shown in Figure 3(d-f), the C, root mean square
deviation (RMSD) from the native structure oscillates
strongly during the first half of the simulations, reflecting
rapid interconversion between different conformations in
the absence of strong hydrogen bonds, even in the pres-
ence of burial constraints. As hydrogen bonds become
stronger, oscillations become smaller and different trajec-
tories converge to rather uniform conformational ensem-

ID: padmavathym Time: 20:02 |

bles. Seven out of ten trajectories resulted in correct
folding for the a-helical RePc, converging to RMSD val-
ues between 3A and 5A, which is consistent with trajec-
tories beginning from the native structure under the
same final conditions (not shown). We find that the
average hydrogen bond (HB) energy term over the last
10% steps of each trajectory performs quite well in dis-
criminating final trajectories with low average RMSD. As
shown in Figure 4(a), the three trajectories with lowest
average HB energy, between 140e and 150€, correspond
to the lowest average RMSD values, around 4A. The only
other trajectory with average HB energy below 160e dis-
plays all helices correctly formed but in an incorrect
mutual disposition, symmetric to the native structure,
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Figure 4

HB energy and ratio of secondary structure for the final portion of trajectories. Average hydrogen bond energy, (top) and average fraction of resi-
dues forming standard a-helix or B-sheet secondary structure (bottom) for the last 10% of each trajectory shown in Figure 3, plotted as a function
of average C, RMSD from the native structure, with corresponding standard deviations as error bars. The HB energy is part of the actual potential
governing the trajectories while secondary structure was computed independently by the Dictionary of Protein Secondary Structure (DSSP)“* with
the program provided at the site http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com. ]

with RMSD around 10A. Such “mirror” images were
also found in our simulations using native burial infor-
mation!3>14 and have been previously observed in other
simulations of helical proteins with pairwise contact
potentials.20

For ProtGSssp, the distribution of final RMSD for dif-
ferent trajectories was more heterogeneous, with two tra-
jectories with final RMSD values between 3A and 61OX,
but average RMSD values correlates with average HB
energy, with the lowest and second lowest average HB
energies around 200e and 210e, respectively, appropri-
ately corresponding to lowest and second lowest average
RMSD around 4A and 6A. For the topologically complex
CsBc, three trajectories out of eighteen resulted in aver-
age RMSD values between 5A and 6A. However, the
group of three trajectories with low final RMSD values is
not clearly distinguished from the remaining trajectories
by their average HB energies alone. The trajectory with
lowest average RMSD, close to SA, is actually one of the
two trajectories with lowest average HB energies, both

8 PROTEINS

close to 195¢, but the average RMSD for the other low-
energy trajectory is close to 12 A. Additionally, the tra-
jectory with second lowest RMSD, close to 6 A corre-
sponds to an average HB energy close to 205e while
many trajectories with large RMSD, between 9 A and 12
A, also have average HB energies between 200€ and 210e.

We observe, however, that many of these trajectories
display an abnormally low fraction of residues adopting
standard «-helix or 3-sheet secondary structure, below
0.4 as computed by the Dictionary of Protein Secondary
Structure (DSSP),27 and that the only two to display a
fraction of secondary structure formation above 0.5 are
in the group of low RMSD, as seen in Figure 4(f). We
note that one trajectory RePc and two trajectories for
ProtGSsp also display a low fraction of secondary struc-
ture, as seen in Figure 4(d,e), but they were correctly dis-
tinguished by the HB energy term, as should be
expected. The fact that trajectories for CsBc that have a
low fraction of secondary structure might still have low
HB energy values might suggest some imperfection in
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Figure 5

HB number and burial energy of the final portion of trajectories. Number of formed hydrogen bonds (top) and value of the burial term in the
energy potential (bottom) for the last 10% of each trajectory shown in Figure 3, plotted as a function of average C, RMSD from the native struc-
ture, with corresponding standard deviations as error bars. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com. ]

our current sequence-independent constraints, which
happened to be more perceptible for the all-B protein,
but also points out a direction for possible improvement.

Since the HB energy is inversely correlated to the
number of hydrogen bonds, provided conformations are
equally compact, the total number of hydrogen bonds, or
HB number, should provide a similar indicator of low
RMSD trajectories. Figure 5(a—c) shows that this is
actually the case and that differences in final HB energy
between trajectories correspond to an appropriate differ-
ence in average HB number, with the increment of a sin-
gle hydrogen bond corresponding roughly to a decrease
of 10e in HB energy. Differently from HB energy or HB
number, the burial energy is not a good indicator of low
RMSD trajectories. As shown in Figure 5(d—f), no corre-
lation is apparent between average final RMSD and aver-
age final burial energy for the trajectories of ProtGSssp
and CsBc, or for the group of RePc trajectories with low
average RMSD, below 6 A. Furthermore, the range of
differences in average burial energy between trajectories,
typically around 10e, is smaller than the range of differ-
ences in average HB energy, typically around 40e.
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In any case, it is a particularly encouraging result that
whenever standard secondary structure does form it is
consistent with the native pattern and the HB energy
becomes indicative of native topology. If we eliminate
final trajectories with a fraction of secondary structure
below 0.4 and select from the remaining lot the one with
lowest average final HB energy, a trajectory with low
average final RMSD is obtained. If we now choose inside
this trajectory the individual conformation with the
highest number of hydrogen bonds we arrive at the
structures shown in Figure 6. The agreement with their
native counterparts is encouraging, particularly consider-
ing the simplicity of our scheme and the fact that no
information about the native structure was used either in
the folding simulations or in the selection criterion.

The interplay between sequence-dependent burial
energy and sequence-independent hydrogen bond forma-
tion along the whole folding process is illustrated in Fig-
ure 7 with a single trajectory of RePc. RMSD as a
function of simulation time step for this trajectory,
which was already shown in Figure 3(d) inside the group
of ten RePc trajectories, is now more clearly seen by itself
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RePe, RMSD = 3.6(2.8)A

ProtGSsp, RMSD = 3.4(2.9)A

Figure 6

Representative conformations. Representative conformation obtained
from the trajectories (blue) for each of the three proteins compared to
the native structure (red). For each protein, we selected among the final
parts of the independent trajectories the one with the lowest average
HB energy, excluding beforehand any eventual trajectory that reached
an average fraction of secondary structure below 0.5. The conformation
with the largest number of hydrogen bonds in the selected trajectory
was then adopted as our predicted structure (when more than one con-
formation had the same number of hydrogen bonds, we choose the one
with lowest energy for the hydrogen bond term). C, RMSD values for
the selected structures are shown beside their names, being close to 0.5
A higher than the global minimum in their trajectories, which are
shown in parenthesis.

in Figure 7(a), while burial energy, HB energy and HB
number are shown in Figure 7(b). Average HB energy
initially increases, as expected, as the HB energetic pen-
alty ep, is gradually augmented but only a very few
hydrogen bonds are transiently formed in this initial part
of the trajectory. HB number then increases rather
abruptly while HB energy initially decreases and then
appears to stabilize, on average, with occasional oscilla-
tions mirroring the behavior of HB number. The onset
of hydrogen bond formation coincides with the decrease
in RMSD fluctuations and convergence to a low RMSD
conformational ensemble. The burial energy, on the
other hand, oscillates around 80e from the beginning of
trajectory and is not greatly affected by the onset of
hydrogen bond formation. Within the conformational
ensemble explored in the trajectory, therefore, conforma-
tional distance from the native structure, as measured by
RMSD, is not correlated to the sequence-dependent bur-
ial energy but inversely correlated to sequence-

10 ProOTEINS

independent hydrogen bond formation, particularly for
low RMSD values, as directly seen in Figure 7(c,d).

Sequence-independent hydrogen bond formation, and
not the sequence-dependent burial energy term, arises
therefore as an indicator of native-likeness within the
conformational ensemble explored during our simula-
tions. Note that this conformational ensemble, however,
is already efficiently constrained by the sequence-
dependent burial term. As observed in Figure 7(a), and
also in Figure 3(a), the RePc chain transiently adopts
conformations with RMSD values close to 5 A from the
native structure in the first part of the trajectory, when
hydrogen bonds are still absent. Relatively low RMSD
values in the absence of hydrogen bonds are also
observed in the trajectories of the two other proteins,
with different ranges in explored RMSD values, as seen
in Figure 3(b,c). For comparison, we show in Figure 8
that trajectories of RePc with all atoms being pushed in
the absence of hydrogen bonds to a single burial layer,
combining the four original layers, display larger average
and minimum RMSD from the native structure than the
initial 10% of the folding trajectories. In fact, RMSD val-
ues to the native structure of the all-a RePc are similar
for the compact ensemble of RePc itself and the compact
ensemble of the all-B CsBc, and vice versa.

These compact conformational ensembles, therefore,
even though satisfying the sequence-dependent covalent
geometry, are effectively sequence-independent in terms
of conformational distance to any particular native struc-
ture. For the folding trajectories, on the other hand,
sequence-dependent burial constraints result in sequence-
dependent, “layered”, ensembles with appropriately
smaller RMSD values to the corresponding native struc-
ture. In other words, sequence-dependent burial infor-

mation determines o constrained, layered,
conformational ensemble but is not able to distinguish
native-like  conformations within this ensemble.

Sequence-independent hydrogen bonds, on the other
hand, become a good indicator of native-like conforma-
tions within the sequence-dependent layered ensemble.
They would not be able to distinguish a unique native
structure inside sequence-independent compact ensem-
bles because all globular native structures would be com-
patible with the constraints in compaction and hydrogen
bond formation.

DISCUSSION

We have obtained and distinguished native-like confor-
mations in ab initio folding simulations using sequence-
dependent burial predictions combined to sequence-
independent geometrical constraints on covalent geome-
try and hydrogen bond formation. This important result
demonstrates the possibility of using atomic burials as
informational intermediates between sequence and
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Analysis of a single trajectory of RePc. (a) Progress of the native Cae RMSD of a single trajectory of RePc as a function of simulation time step. (b)
Burial and HB energies are shown as functions of time step in the scale indicated on the left hand vertical axis. The number of hydrogen bonds
formed by the structure in each step (HB number) are shown to the scale indicated in the right hand vertical axis. (¢) Burial energy as a function
of Ca RMSD for the entire trajectory. (c) HB number as a function of Ca RMSD for the entire trajectory. [Color figure can be viewed in the

online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

structure in folding simulations and protein structure
prediction. The resulting scenario is physically intuitive
and consistent with general folding principles already
known for decades, although not usually emphasized in
prediction schemes or folding simulations. The tendency
of different regions of the chain to be more or less
exposed to the solvent depending on sequence has long
been considered as a possible dominant factor in the
folding code,28 but no correspondingly simple prediction
scheme has previously materialized. Even within
sequence-independent terms, the preeminent role played
by geometrically restrictive hydrogen bonds, unspecific
with respect to secondary structure, is reminiscent of the
classical articles by Linus Pauling from the early 5052930
but it stands out in comparison with normally used fold-
ing potentials. The distinction between sequence-
dependent and sequence-independent information is not
in itself original either, since it is implicit in suggestions
that the sequence selects a structure from a small set of
physically viable possibilities, for example, Refs. 31 and
32 and has also been considered explicitly in previous

ID: padmavathym Time: 20:03 |

statistical prediction schemes, for example, Ref. 33. The
insight that sequence-dependent information could be
formed exclusively by burials, however, is a fundamental
original hypothesis underlying the present scheme. This
possibility had been hinted more than a decade ago by
simulations of minimalist lattice models>4 and investi-
gated more recently in the context of atomistic simula-
tions using native burials combined to informational
analyses.13,14,16

It is also clear, on the other hand, that our simulated
trajectories are not expected to reflect details of the
actual folding process, such as the time evolution of con-
formational averages and corresponding fluctuations,
nor, even to a lesser extent, free energy barriers associ-
ated to rate limiting steps. The statistical, sequence-
dependent, burial potential provides information about
expected atomic central distances in the native structure,
at the very end of the folding process. It might ultimately
arise from a complex interaction between physical factors
unlikely to be realistically modeled, along the whole pro-
cess, by a single combined effective potential. Similarly,
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RMSD of one-layer and four-layer trajectories to different native struc-
tures. Simulations with a single layer, corresponding to the union of all
four burial layers, were performed without the HB potential for the
RePC (all-a) and CsBc (all-B) proteins, for a number of steps equiva-
lent of 10% of the number used in the four-layer simulations described
in Figure 3. The average RMSD within these trajectories with respect to
both native structures were calculated and indicated in the columns
labeled “1 layer” as solid bars, with standard deviation as error bars
and minimal and maximal values as single points. The same compari-
son was also performed using the first 10% steps of two selected four-
layer trajectories (when the HB potential still has a low weight). These
results are shown in the columns labeled “4 layers.” . [Color figure can
be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com. ]

hydrogen bond annealing is not motivated by a putative
effectively linear variation along actual folding time but
is simply intended to avoid kinetic trapping, particularly
for proteins containing B-sheets. Our simulations can
then be seen as intended to combine correct physical
ingredients in a computationally convenient order, gener-
ating an artificial path between unfolded and folded
states. Realistic, path-independent, native-like conforma-
tions can still be obtained but path-dependent features
might be quite unrealistic, even if possibly convenient,
such as artificially fast kinetics unrelated to real folding
times. Additionally, since the burial potential provides
information about expected native central distances but
not their expected fluctuations, simulated dynamical
properties could also be unrealistic even in the native
state although this possible discrepancy is not expected
to affect structural prediction.

It is important, in any case, to discuss which physical
factors contribute to the effective burial potential in
order to understand how they can be estimated from
local sequence statistics in the first place and if there are
situations in which poor prediction performance could
be anticipated. Side-chain hydrophobicity is expected to
play an important role, since it is clearly involved in
determining how different residues tend to be more or
less exposed to the solvent. Accordingly, empirical distri-
butions of atomic central distances in globular proteins

12 ProOTEINS
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were found to correlate with residue hydrophobicity.12
Additionally, reasonable estimates for C, central distan-
ces were obtained with an analytical polymer model that
combined standard residue hydrophobicities with a sim-
ple constraint on globular size.3> Difficulties could be
readily anticipated at least in two general situations: (1)
for elongated or otherwise insufficiently globular pro-
teins, in which case solvent exposure is not expected to
correlate with central distance, and (2) for constituents
of macromolecular complexes possibly stabilized by
hydrophobic interactions, in which case hydrophobicity
is not necessarily indicative of internalization as observed
in the isolated constituent protein. We presently avoid
the first problem by excluding nonglobular structures. A
more detailed analysis of the structures for which burials
happen to be poorly assigned will be required in order
to decide to what extent the second problem is affecting
our current predictions.

It must also be noted that central distances might be
somewhat correlated!3 but are not equivalent to other
more transparent measures of solvent exposure, such as
accessible surface areas, even in perfectly globular struc-
tures. Our previous observation that native-like confor-
mations could be obtained from a sequence-compatible
amount of central distance information!4 is unlikely to
be valid for accessible surfaces. Intuitively, central distan-
ces appear to be more informative about the native
structure, in terms of providing stronger constraints on
available conformational space. Conversely, it could
appear that this larger amount of information should be
harder to obtain from sequence, particularly for large
structures, in which case it is possible to imagine atoms
with quite different central distances but equally unex-
posed to the solvent in terms of accessible surface. It is
equally apparent, on the other hand, that chain connec-
tivity should impose stronger correlations on central dis-
tances than on accessible surfaces, implying some extra
amount of sequence-independent information in the first
case. As a simple example, a chain segment that connects
two regions known to be, respectively, in the most inter-
nal and most external burial layers, must necessarily
cross through intermediate burial layers independently of
accessible areas, or sequence. The resulting constraint
might be significant, particularly for short connecting
segments.

Regarding actual prediction, our previous results!®
have indicated that burials defined by central distances
are not harder to obtain from sequence than solvent
exposure as measured by accessible surface areas. For two
burial layers of Cg atoms, for example, we have obtained
a prediction accuracy close to 70%, as shown in Figure
4(b) of Ref. 16 which is comparable to reported values
for accessible surface areas, for example, Ref. 36. Predic-
tion accuracy decreases as the number of layers increases,
as expected, but prediction quality, as appropriately
measured by prediction information, actually increases

Path: N:/3b2/PROT/V0l00000/130243/APPFile/JW-PROT 130243



J_ID: Zz7e Customer A_ID: PROT24483 Cadmus Art: PROT24483 Ed. Ref. No.: - Date: 28-November-13

Stage: Page: 13

Atomic Burials and the Structure of Globular Proteins

significantly up to at least four or five layers, as shown
in Figure 6 of the same Ref. 16. Comparing our informa-
tional analysis of central distances with a similar analysis
of accessible surface areas,>’/ we found that single residue
identities are less informative of distances than of surfa-
ces but correlations between adjacent distances are
indeed stronger.1® Our present results displayed in Fig-
ure 2(b) show that prediction is improved for size-
dependent training sets, confirming the relevance of
chain length in the informational transfer between
sequence and burials in our prediction scheme. At the
same time, they refute the hypothesis that our current
increase in prediction quality could reflect some putative
intrinsic easiness of prediction for very small structures.
Burial correlations, which are explicitly accounted for in
the HMM, could partially explain how central distances
can be “felt” differently by eventually equally unexposed
chain segments. An expected dependence of burial corre-
lation lengths on globular size is consistent with the
dependence of prediction quality on the range of chain
lengths in the training set.

Some practical questions also arise naturally from our
results, indicating possible directions for future research.
Particularly relevant, the range of applicability of the
present approach in terms of the quality of burial predic-
tion and sequence-independent constraints must also be
investigated. Accordingly, the possibility of improvement
in parameters associated to these two rather independent
components acquire special importance. Regarding burial
prediction, it is unlikely that another statistical scheme
could perform significantly better than our HMM, when
using the same training set of native structures, because
the estimated available burial information in local amino
acid sequences has been shown to be efficiently extracted
by our procedure.1® Some improvement can be expected
from considering some nonlocal information, as we
actually do in the present study with chain length by
using only small proteins in the training set. Similarly,
further improvement could be obtained if training sets
more representative of the sequences to be predicted
could be constructed, possibly using additional structural
information that might happen to be available, such as
structural class. Alternatively, a more efficient utilization
of predicted burials could be attempted by some prefer-
ential utilization of more reliable predictions, as quanti-
fied by p?(B,).

Regarding sequence-independent constraints, we have
occasionally obtained conformations forming hydrogen
bonds but with low fraction of standard secondary struc-
ture. This observation is suggestive that our current con-
straints are not always able to prevent hydrogen bond
formation with non-standard backbone dihedrals. Since
our hydrogen bond is defined exclusively in terms of
appropriate distance and orientation between donor and
acceptor, they could favor by themselves nonstandard
secondary structure, such as left-handed a-helices or the
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v-helix and original pleated sheet described by Pauling
et al. in the 505.2938 Left-handed a-helices are avoided
by the repulsion between Cg and backbone oxygen
atoms. Pauling and Corey discarded the two other, poste-
riorly unobserved, secondary structures in terms of
unfavorable backbone dihedrals,30 an effect not included
in our current potential. It appears, therefore, that the
chain might occasionally escape to protein-unlike struc-
tures still satisfying our hydrogen bond constraints, as
particularly perceptible in our simulations of CsBc. This
problem is likely to be aggravated as burial type predic-
tion becomes more inaccurate and, conversely, penaliza-
tion of these incorrect structures should increase the
range of burial prediction accuracy still sufficient for suc-
cessful folding simulations. It is not presently clear if
such penalization could arise simply from a more
detailed consideration of different atomic repulsion dis-
tances or if a sequence-independent torsional potential
around backbone dihedrals should also be included.

CONCLUSION

Our results demonstrate the possibility of reaching
and distinguishing the native-like structures using
sequence-dependent burial propensities combined to
sequence-independent geometrical constraints. The clear
division between sequence-dependent and sequence-
independent information, or between literature and
grammar, will be useful for both the production of more
accurate burial reading from sequence and the develop-
ment of more restrictive sequence-independent grammat-
ical constraints. The key original hypothesis that atomic
burial propensities might constitute the only information
to be obtained directly from sequence is corroborated
and might become the basis for a new conceptual frame-
work for improving prediction and understanding the
fundamentals of protein folding.
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