TUTORIAL

Minicurso LQTA — QSAR ---- TUTORIAL

Pré-requisitos

Muitas das etapas do minicurso serdo realizadas com o sistema operacional Linux, distribuicdo Ubuntu 8.10 (64

bit), cujo download pode ser realizado do site http://www.ubuntu.com/getubuntu/download. As instru¢des de

> instalagdo estdo descritas no referido site. Cabe ressaltar, no entanto, que quaisquer outras versdes Linux
podem ser utilizadas na realizagdo da metodologia.
As etapas de construgdo e validagdo dos modelos QSAR podem ser realizadas utilizando qualquer um
dos sistemas operacionais, Windows™ ou Linux. No entanto, o sistema Linux é indispensavel para o
processamento das simulagdes de dindmica molecular (DM) (GROMACS).

O tutorial se realizard com acesso remoto as maquinas Linux do Laboratério de Quimiometria Tedrica e Aplicada -

LQTA.

Para o acesso remoto sdo recomendados os seguintes programas executaveis de livre acesso:

WinSCP (http://winscp.net/eng/index.php) e

Putty (http://www.chiark.greenend.org.uk/~sgtatham/putty/download.html).

O programa WinSCP é usado para a transferéncia de arquivos entre mdquinas com Windows e Linux. Embora o
programa WinSCP permita que o usudrio execute comandos no Linux, outro programa, o Putty, tem interface mais
semelhante ao préprio terminal do Linux. Se o usudrio preferir utilizar um programa pago, sugere-se o Xmanager,

http://www.netsarang.com/. O Xmanager possui todas as funcionalidades dos programas WinSCP e Putty, além de

permitir que a interface grafica do Linux seja usada diretamente no Windows.
Programas podem ser utilizados para o desenho de modelos moleculares 3D, além de realizar e monitorar
simulagbes de DM necessarias em estudos de QSAR-4D. Poucas opgdes de software de livre acesso se

prestam a criagdo de modelos moleculares 3D de qualidade, dentre elas destaca-se o Ghemical

(http://www.uku.fi/~thassine/projects/ghemical/). Contudo, existem op¢des ndo gratuitas como

HyperChem, Spartan, GaussView, etc. Caberd ao usuario selecionar o programa que tenha maior afinidade.
Abaixo estdo listados alguns programas Uteis, além dos ja mencionados, tanto para o tutorial como para qualquer
outro estudo tedrico:

® GROMACS 4.0: http://www.gromacs.org/
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VMD: http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

Gaussian'03: http://www.picinfo.com.br/

Molden: http://www.cmbi.ru.nl/molden/molden.html

OpenBabelGUI: http://openbabel.org/wiki/Install

GRACE: apt-get install xmgrace
dos2unix: apt-get install sysutils

Chimera, Pymol: http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/, http://pymol.sourceforge.net/

Viewerlite (somente Windows): http://classweb.gmu.edu/sslayden/Chem350/info/viewerlite-install.htm

TextPad (somente Windows, opcional): www.textpad.com/

Pirouette® (pago, somente Windows, opcional): www.infometrix.com/software/softdesc.html|

Java (Versdo 6 update 11 ou mais atual): http://java.com/pt BR/

MatLab (pago, opcional): http://www.mathworks.com/

Criagao de modelos QSAR-4D independente do receptor (IR)

i b O pacote LQTA-QSAR utiliza a informagdo de coordenadas atdémicas e topologia provenientes do programa

\tmﬂ . GROMACS. O usuario tem a liberdade de executar as simulagées de DM da maneira que desejar. Pode-se
'“‘""g"*! escolher, por exemplo, um alvo protéico e realizar as simulagdes de DM de complexos ligante-receptor.

1 Podem-se escolher outras biomacromoléculas, como DNA, RNA e até mesmo macroestruturas como
J capsideos, membranas lipidicas e paredes celulares. Vale ressaltar que o custo computacional cresce
proporcionalmente ao tamanho do sistema. Um sistema bastante simples, como ligantes livres em meio aquoso, sera o
alvo de estudos neste tutorial.

Os passos necessarios para gerar a matriz de descritores QSAR-4D estdo enumerados a seguir:

1. Otimizagdo ou minimizagdo de energia de modelos moleculares 3D e obtengdo de cargas atOmicas parciais com

métodos ab-initio, ou teoria do funcional da densidade (DFT, density-functional theory);
2. SimulagGes de DM para a obtengdo dos perfis de amostragem conformacional;
3. Alinhamento dos perfis dos modelos moleculares;

4. Calculo e obtengdo de descritores de interagao de energia com o médulo LQTAgrid do pacote LQTA-QSAR.
<~ Programas necessarios se encontram na pasta minicurso no Windows e todos os arquivos necessarios para a

realizagdo deste tutorial no Linux estdo armazenados na pasta din_files.

ey
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1. Obtencdo de cargas atomicas
Na primeira etapa deste tutorial serdo utilizadas coordenadas pré-definidas de 3 moléculas: uma neutra, um
cation e um anion (figura abaixo). O usudrio pode escolher qualquer uma das estruturas para realizar os calculos de cargas
atdmicas parciais. [Obs: As estruturas foram previamente otimizadas]. O programa Gaussian’03 serd empregado para o

calculo de cargas de potencial eletrostatico (ChelpG).

0 0 0
OH COO- NH*

O usuadrio deve usar o programa Putty para acessar a maquina onde se encontra o respectivo login e senha e

carregar a pasta din_files/ ; copiar os arquivo .gjf escolhidos para a pasta opt /.

cp ../din_files/xx.gjf opt/ <€ anion.gjf cation.gjf neutral.gjf

OBS: Quando arquivos forem criados em ambiente Windows e transferidos para o Linux é conveniente converté-

los para o formato Unix usando o comando ‘$ dos2unix arquivo‘

Com auxilio de um dos programas: WinSCP, vim, vi, etc, editar o arquivo de entrada .gjf. Alterar a se¢do de rota
(linha #) para um calculo single point no nivel de teoria ab initio (HF) ou funcional da densidade (B3LYP) e inserir as
palavras-chave pop=(chelpg,dipole). Obs: escolha um conjunto de bases pequeno como 3-21G ou 6-31G*. Métodos semi-

empiricos como AM1 ndo geram cargas ChelpG. O arquivo vai ficar parecido com arquivo abaixo:

%$chk=anion.chk

# HF/3-21G geom=connectivity pop=(chelpg,dipole) (exemplo)

Titulo do job <€ Escolher o titulo

Executar o programa Gaussian’03 com o comando abaixo:

(g03 xxxx.gjf &)

o

i
i
e
A
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Ao colocar um comando entre parénteses, evita-se a interrupgdo abrupta do cdlculo em caso de problemas na

conexao.

tail -f xxx.log € Acompanhar o andamento do célculo

Quando finalizar o calculo de geragdo de cargas atébmicas, transfira o arquivo log para o Windows e utilizar o
programa OpenBabelGUI para converter a saida do Gaussian’03 (exemplo: neutra.log) em um arquivo do tipo mol2. Salvar

diretamente no OpenBabel ou copiar para um editor de textos o arquivo (com a extensdo .mol2).

FY OpenBabelGUI CEX
File View Help
-~ INPUT FORMAT ---- —— OUTPUT FORMAT -—
[ Caserssii bt &) [Fomations ] freiz — sy a2 et B [omoiios
D Use this format for al il_'l-Dut files {ignore file EXtEFI;i‘D‘I“I‘S) - ) -

C:\Documents and Settings\Fuzebio\Desktop), - Output file
I

7! min warning level displayed

[
—

| Startimport at molecule # specified

Input below {ignore input file) o= = [ output below only (no output file)
|| Endimport at molecule # specified
| [ continue with next ohject after error, if possible

[] Attempt to translate keywords

[[] Delete hydrogens (make implicit)
[] Add hydrogens {make explicit)
[] Add Hydrogens appropriate for pH model

Durante a conversdo do arquivo de saida do Gaussian’03 o programa OpenBabel usa apenas as cagas de Mulliken
e ndo as ChelpG. Um “truque” garante que as cargas ChelpG sejam utilizadas. Marcar a opgdo “Input below (ignore input

file)” e substituir as cargas de Mulliken pelas ChelpG. (As cargas se encontram no fim do arquivo log)

Obs: O arquivo mol2 deve se parecer com arquivo a seguir. A segunda coluna deve conter o nome do
atomo seguido do nimero, que corresponde aquele que aparece na primeira coluna. Se néo estiver neste
formato, deve ser editado manualmente.

@<TRIPOS>ATOM

1Cl1 0.5834 1.4078 -0.1372C.3 1 LIG  -0.1949
2C2 -0.4774 0.4071 0.3204C.3 1 LIG 0.3245

15 O15 -0.2072 -0.9049 -0.22630.3 1 LIG  -0.5685
16 Cl16 -1.8613 0.7424 -0.2176 C.3 1 LIG  -0.0459
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2. Simulacdao de DM para a obteng¢ao dos perfis de amostragem conformacional

O programa GROMACS usa um banco de dados interno, o qual contém parametros de reconhecimento apenas
para aminoacidos, acidos nucléicos e alguns lipidios. Entdo, tal programa nao consegue, de forma automatica, parametrizar
moléculas, ou sistemas moleculares, que ndo se enquadre nas classes mencionadas. Dessa maneira, os parametros

faltantes devem ser recuperados utilizando o servidor Dundee.

O servidor PRODRG2.5 serda empregado para parametrizar os ligantes para desenvolver as simulagdes de DM no

GROMACS. Utilize o arquivo .mol2 gerado acima como entrada para o programa PRODRG2.5.

Acessar: davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta (no google buscar: prodrg beta)
Mudar o campo EM de Yes para No

Colar o arquivo .mol2

Run PRODRG

(Atengdo: o procedimento pode levar algum tempo para se completar)

Este trecho ndo se aplica ao tutorial. Usar a informagao abaixo quando for parametrizar o seu
sistema no seu laboratorio.

Certifique-se de que o servidor PRODRG2.5 converteu corretamente o arquivo mol2 em uma estrutura
com o numero de hidrogénios corretos. Caso néo tenha, isto deve ser corrigido com a adi¢do das linhas
no campo de entrada:

ADDHYD [atomname] ou
DELHYD [atomname]

Deve-se, também, certificar se a hibridizagdo dos carbonos esta correta, se né@o estiver, corrigir o
problema adicionando a linha abaixo no campo de entrada:

PATCH [atomname] n
Onde n =1, 2 ou 3 para sp, sp2 e sp3 respectivamente.

Atomname é 0 nome do atomo no arquivo de topologia.

Se a estrutura apresentada estiver correta, salvar em arquivos separados os seguintes campos: The

GROMOS87/GROMACS coordinate file (polar/aromatic hydrogens) e The GROMACS topology.

O primeiro arquivo contém as coordenas do ligante e deve ser salvo como lig.gro. O segundo arquivo corresponde
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ao arquivo de topologia para o campo de forca GROMOS e deve ser salvo como lig.itp. O arquivo de topologia deve conter
parametros empiricos de campo de forga (parametrizagdo) e, em um estudo de QSAR-4D, deve-se reconhecer a natureza

de cada um dos parametros, para modifica-los conforme a necessidade.

No Linux via acesso remoto criar uma pasta especifica para os trés arquivos: xx.mol2, lig.gro e lig.itp. Com o
auxilio do programa WinSCP, transferir tais arquivos para a pasta criada. Cada molécula do conjunto estudado
deve estar contida em uma pasta individual. Por isso, esse procedimento deve ser repetido para as demais
moléculas, ou seja, novas pastas para conter os arquivos de cada molécula devem ser criadas. Nao modificar a

nomenclatura dos arquivos.

O préximo passo é editar o arquivo .itp de maneira que as cargas se apresentem como demonstrado abaixo. As
cargas ChelpG serdo utilizadas em outro momento. A somatdria das cargas deve ser um numero inteiro. Caso haja duvidas

sobre a numeragao, abrir o arquivo mol2 ou lig.gro no programa VMD.

A
0.248
0,300 o -0.635 T o
© 0129 v+~
OlSOOﬁO\A o.ooo/<0'270 N
0.0.635 0.127 0.248
0.000 0.000
0.000 o -0.548
SNy
0.150 0.398

O campo em azul claro mostra onde o arquivo deve ser modificado para a inser¢do das cargas.

This file was generated by PRODRG version AA081006.0504
PRODRG written/copyrighted by Daan van Aalten
and Alexander Schuettelkopf

Questions/comments to dava@davapcl.bioch.dundee.ac.uk

When using this software in a publication, cite:

A. W. Schuettelkopf and D. M. F. van Aalten (2004).
PRODRG - a tool for high-throughput crystallography
of protein-ligand complexes.

Acta Crystallogr. D60, 1355--1363.

Ne Ne Ne NE NE NE Ne Ne Ne Ne N Ne Ne Ne N,
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[ moleculetype ]

; Name nrexcl

PDB 3

[ atoms ]

; nr type resnr resid atom cgnr charge mass
1 oM 1 PDB 02 1 -0.635 15.9994
2 C 1 PDB c7 1 0.270 12.0110
3 oM 1 PDB 03 1 -0.635 15.9994
4 CH2 1 PDB cé 1 0.000 14.0270
5 CH1 1 PDB c2 1 0.150 13.0190
6 OA 1 PDB 01 1 -0.300 15.9994
7 CH1 1 PDB C3 1 0.150 14.0270
8 CH1 1 PDB c4 2 0.000 14.0270
9 CH1 1 PDB C5 2 0.000 14.0270
10 CH1 1 PDB C1l 2 0.000 14.0270

Ainda em relagdo ao arquivo lig.itp, inserir as linhas imprescindiveis a execugdo das simulagdes de DM com o

programa GROMACS. Abrir o arquivo linhas_top.txt na pasta din_files/, que contém as linhas necessarias. Abaixo estd um

exemplo. Salvar o arquivo lig.itp modificado como lig.top.

This file was generated by PRODRG version AA081006.0504
PRODRG written/copyrighted by Daan van Aalten
and Alexander Schuettelkopf

Questions/comments to dava@davapcl.bioch.dundee.ac.uk

When using this software in a publication, cite:

A. W. Schuettelkopf and D. M. F. van Aalten (2004).
PRODRG - a tool for high-throughput crystallography
of protein-ligand complexes.

Acta Crystallogr. D60, 1355--1363.

;
#include "ffG43al.itp"

[ moleculetype ]
; Name nrexcl
LIG 3
[ atoms ]
; nr type resnr resid atom cgnr charge mass
1 oM 1 LIG 02 1 -0.635 15.9994
2 C 1 LIG c7 1 0.270 12.0110
3 oM 1 LIG 03 1 -0.635 15.9994
8 6 5 1 0.0 3.8 3 0.0 3.8 3 ; dih
9 7 6 1 0.0 5.9 3 0.0 5.9 3 ; dih

c4 C3 0ol
C5 c4 C3
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10 9 8 7 1

5.9 3 ; dih Cl C5 c4 C3
5 10 9 8 1 5.9 3

; dih Cc2 Cl C5 c4

[eNe)
[eNe)
[GNE;]
NeJNe)
w W
[eNe)
[eNe)

; Include water topology
#include "spc.itp"

; Include generic topology for ions
#include "ions.itp"

[ system ]
; Name
Ligantes em &gua

[ molecules ]
; Compound #mols
LIG 1

(Deixar uma linha em branco no fim do arquivo) € ATENCAO

Trocar as entradas PDB por LIG, tanto no arquivo gro como no top, com o auxilio do editor de textos do WinSCP

ferramenta S )

Para realizar as simulagdes de DM sdo necessdrios arquivos com as especificagdes deste procedimento. Tais

arquivos se encontram napasta din_files/.

Copiar todos os arquivos (*.mdp) para a pasta do correspondente ligante.

Os arquivos .mdp contém todas as informagdes necessarias no decorrer das simulagdes de DM. E conveniente

examina-los.

Com o programa PUTTY executar os comandos para criar a caixa de solvente ao redor do ligante, a fim de iniciar as

simulagdes de DM.

editconf -bt cubic -f lig.gro -o lig_box.gro -d 1.0
genbox -cp lig_box.gro -cs spc216.gro -o lig_h2o0.gro -p lig.top

Se o sistema ndo tiver carga neutra sera necessario adicionar ions a caixa cubica gerada. Para o sistema com carga

neutra, apenas renomear o arquivo lig_h2o.gro para st.gro e pular para a préxima pdgina se¢do Dinamicas.

grompp -f st.mdp -c lig_h20.gro -p lig.top -o st.tpr

genion —s st.tpr —np(-nn) 1 —o st.gro

h
LQTA-QSAR
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Os flags —np e —nn significam ndmero de cations e nimero de ions, respectivamente. Adicionar tais nimeros
conforme a carga total do sistema indicada pelo log do primeiro comando grompp. Exemplo: System has non-zero total

charge: -1.000000e+00. Nesse caso usar —np 1 para neutralizar a carga negativa do sistema. Selecionar 2 (SOL).

Editar o final do arquivo st.gro substituindo Na por NA+ (ou CL- para cloreto). Adicionar no final do arquivo
lig.top a linha:

NA+ 1

Descontar do nimero de SOL o nimero de ions adicionados.

Exemplo. No final do arquivo lig.top
SOL 557 < descontar 1 do valor

CL- 1 & adicionar 1 CL- ou NA+

Dinamicas: Em uma simulagdo de DM se tem diversas etapas, dentre elas: otimizacdo de geometria, estabilizagdo
e aquecimento do sistema. A fim de evitar o procedimento entediante de digitagdo de comandos podem-se criar scripts

que executam os comandos sucessivamente.

Copiar e visualizar o arquivo din_script para a pasta onde as simulagdes de DM serdo realizadas. O script estd

apresentado no quadro abaixo.

#

# OTM

#

grompp —-f st.mdp -c st.gro -p lig.top -o st.tpr -maxwarn 6
mdrun -s st.tpr -o st.trr -c cg.gro —-g st.log —-e st.edr
grompp -f cg.mdp -c cg.gro -p lig.top -o cg.tpr -maxwarn 6
mdrun -s cg.tpr -o cg.trr -c pr.gro —-g gs.log —-e cg.edr

#

# Dinamica

#

# PR

grompp -f pr.mdp -c pr.gro -p lig.top -o pr.tpr -maxwarn 6
mdrun -s pr.tpr -o pr.trr -c md50.gro —-g pr.log -e pr.edr
# 50 K

ﬁ«
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grompp —-f md50.mdp -c md50.gro -p lig.top -o md50.tpr -maxwarn 6

mdrun -s md50.tpr -o md50.trr -c mdl00.gro —-g md50.log -e md50.edr

# 100 K

grompp —-f mdl00.mdp -c¢ mdl00.gro -p lig.top -o mdl00.tpr -maxwarn 6
mdrun -s mdl00.tpr -o mdl00.trr -c md200.gro -g mdl00.log —-e mdl00.edr
# 200 K

grompp —-f md200.mdp -c¢ md200.gro -p lig.top -o md200.tpr -maxwarn 6
mdrun -s md200.tpr -o md200.trr -c md350.gro -g md200.log —-e md200.edr
# 350 K

grompp —-f md350.mdp -c¢ md350.gro -p lig.top -o md350.tpr -maxwarn 6
mdrun -s md350.tpr -o md350.trr -c md300.gro -g md350.log —-e md350.edr
# 300 K

grompp —-f md300.mdp -c¢ md300.gro -p lig.top -o md300.tpr -maxwarn 6
mdrun -s md300.tpr -o md300.trr -c pmd.gro —-g md300.log —-e md300.edr

#

# Remove
#

rm \#*

Para executar um script basta alterar as autorizagdes do arquivo:

chmod a+x din_script < Tornar o arquivo executavel

Jdin_script €< Executar o commando

| Se algo tiver sido realizado de forma incorreta, nesta etapa do tutorial apareceréo os erros |

Ao término da simula¢do (md300.log), repetir a operagdo para os outros dois compostos de modo a obter trés

conjuntos de arquivos md300.* (uma simulagdo de DM para cada composto em pasta individuais).

3. Alinhamento

Para se obter os descritores de QSAR-4D é necessdrio, primeiramente, alinhar os 4tomos de uma trajetéria (um
ligante) e das demais trajetdrias (outros ligantes), utilizando um composto como referéncia. Até aqui, cada usudrio calculou
trés arquivos trajetéria, ou seja, trés perfis de amostragem conformacional (PAC). Escolher uma das pastas, que contém as

simulagdes de DM, para ser a referéncia (renomear essa pasta para ref). As outras duas simulagdes serdo alinhadas

considerando o alinhamento ref/.
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3.1 Alinhamento ref/

O alinhamento das conformagdes é também realizado através de script, o PAC_ref_make. Esse script é capaz de
criar um PAC com o auxilio de um arquivo que contém a numeragdo dos dtomos que se deseja alinhar. No caso deste

tutorial, o alinhamento considerard somente os &tomos do anel, como indicado na figura abaixo.

6

o
7 5 CoO
8 10

9

O arquivo PAC_atoms.ndx (apresentado a seguir) contém os atomos considerados no alinhamento. O
PAC_ref_make e PAC_atoms.ndx estdo na pasta din_files/. Tais 4&tomos devem ser determinados previamente com auxilio

de um programa de visualizagdo ou inspegdo do arquivo lig.gro ou top.

[ PAC atoms |
5 6 7 8 910

A andlise cuidadosa do arquivo de alinhamento PAC_ref_make permite ao usuario a modificagdo do mesmo para
atender as necessidades particulares de cada estudo. Por exemplo, quando o CL for escolhido como contraion deve-se

substituir as entradas NA+ por CL- .

chmod a+x PAC_ref make

JPAC_ref make

Ao executar o arquivo o usuario sera questionado sobre o tempo inicial para o alinhamento. Nesta etapa, pode-se
escolher o tempo que julgar apropriado baseando-se na estabilizagdo do sistema. Ferramentas do GROMACS como g_rms,

g_energy, etc, podem indicar o equilibrio do sistema. Para esse tutorial, utilizar 20 (ps) como tempo inicial.

Quando o usuario for questionado sobre o grupo para o least square fit, selecionar 0 (zero) ou system duas vezes.
Logo em seguida, os frames obtidos serdo listados. Basta digitar o nimero do maior frame. Se tudo correr bem
(PAC_atoms.ndx corretos), dois arquivos de saida PAC_ref.gro e PAC_ref.pdb serdo fornecidos. O arquivo pdb é usado para

a inspegado visual e o arquivo gro serd aproveitado pelo médulo LQTAgrid.

!

o

i
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A
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3.2 Demais alinhamentos

Com a molécula de referéncia alinhada é necessario, agora, alinhar os demais frames utilizando-a como
referéncia. Com o script PAC_make e o novos arquivos PAC_atoms.ndx pode- se obter os outros PAC.
Editar o arquivo PAC_atoms.ndx para que o anel seja alinhado com a molécula em ref/. Observar a mesma

sequéncia. Feito isso, executar o script PAC_make.

chmod a+x PAC_ref make

JPAC_ref make

Repetir o procedimento para a préxima molécula.

4. Obtencao dos descritores de interacdao de energia com o médulo LQTAgrid

Nesse ponto, o usudrio ja possui: 3 PACS (1 PAC_ref.gro e 2 PAC_done.gro), 3 arquivos lig.top, 3 arquivos **.mol2,
um para cada composto: anion, cation e molécula neutra. Renomear os arquivos de maneira a ndo confundi-los e transfira-

0s para a mesma pasta no Windows.

Exemplo
PAC_ref.gro - PAC_anion.gro lig.top = anion.top
PAC_done.gro - PAC_cation.gro lig.top = cation.top

PAC_done.gro > PAC_neutra.gro lig.top = neutra.top

As cargas ChelpG serdo utilizadas neste momento. O programa em Java mol2totop ajuda na conversdo das cargas
do arquivo mol2 para o arquivo top. No Windows, copiar o programa mol2totop para a pasta com todos os arquivos e

executd-lo com o auxilio do prompt de comando do Windows:

Iniciar = executar = cmd. Copiar mol2totop.jar para a pasta com os arquivos e executar o camando:
java —jar mol2totop jar

Sequir as instrugbes

Editar o arquivo de saida do mol2totop com um programa de edi¢do de textos. Dar preferéncia aos programas

com o modo de sele¢do em bloco como o TextPad. No TextPad Configure - Block Select Mode. Com este recurso, a opgdo
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de selecionar apenas colunas é ativada. Selecionar a coluna do arquivo de saida, copiar e colar sobre a coluna de cargas do

arquivo xx.top.

File Edit Search View

Tools

NEEH BERE BB OCI=E

hrepara
IRIZ
LTI

File Edit Search View

(Clip Library R x
JANSI Characters v
o - ~
ORI 3
s
15
1

Tools

DEH BSRE LRE S

\Clip Library 1 x
ANS| Characters v
L2 = ~
43 + =
m
45
g
47 /
g 0
g 1
50 2
51 3 -
52 4
3 5
6
55 7
6 8
7 9
58
9 :
0 :
1 =
2 >
62 2
61 @
65 A
6e 8
67 C
68 D
= E
7 F
7 G
7 H
v I
B J
7 K
i L
77 M
e N v

8 Explorer | ¢ Clip Library |
[Tool Output

Macros  Configure Window  Help

2 DYV AR EE T e o

- anion.bdt X
02 -0.854 —
c7 0,988
03 —-0.841
Cé -0.317
c2 0.540
o1 -0.627
C3 0,271
C4 -0,094
Ch 0.030
c1 ~0.095
Macros  Configure  Window  Help
2 DYV A Bt H e
" anion.top | -
=
A
Thiz file was generated by PRODEG wersion 44081006 0504
FRODRG written/copyrighted by Daan wan &alten
and Alexander Schuettelkopf
Questions/comments to dava@dawapcl bioch. dundee. ac.uk
Then using this software in a publication. cite:
A, W. Schusttelkopf and D. M. F. van Aalten (2004).
PRODRG - a tool for high-throughput crystallography
of protein-ligand complexes.
Actas Crystallogr. D&0. 1355--1363
&1n:lude "ffG43al.itp"
[ moleculetype ]
. Hame nrezcl
LIG
[ atoms ]
nr type resnr resid atom cgnr nass
1 oM 1 LIG 02 1 15.9994
C 1 LIG c? 1 1z2.0110
3 OH 1 LIG 03 L 15.9934
4 CH2 1 LIG Cé 1 14.0270
5 CH1 1 LIG cz 1 13.0190
3 04 1 LIc o1 1 15.9994
7 CH1 1 1Ic c3 1 14.0270
] CH1 1 LIc C4 2 14.0270
9 CH1 1 LI cs 2 14.0270
10 CH1 1 LIG C1 2 14.0270
[ bond=s ]
cai aj fu il ¢ S -
2 1 2 0.125 13400000.0 0.125 13400000.0 ; c? o2
2 3 2 0.125 13400000.0 0.125 13400000.0 ; c? 03
J 2 4 2 0.153 7150000.0 0.153 7150000.0 c? Ch .4
B ox

Substituir as virgulas por pontos (separagdo de nimeros) no arquivo de saida do mol2totop.

Posicionadas as cargas ChelpG nos arquivos top, iniciar o calculo dos descritores de interagdo de energia entre os

compostos e os atomos ou grupos ou fragmentos de prova, com o médulo LQTAgrid. O mddulo LQTAgrid necessita de um

arquivo que contenha o caminho dos arquivos de PAC e de topologia do GROMACS ( exemplo abaixo). Criar um arquivo

que contemple os seus arquivos e salvar como lista.txt (Exemplo na préxima pagina):

LQTA-QSAR
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C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\ PAC_anion.gro
C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\anion.top
C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\ PAC_cation.gro
C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\cation.top
C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\ PAC_neutra.gro
C:\Documents and Settings\LQTAMINI\Desktop\pac\neutra.top

Outra informagdo necessaria

é o tamanho e posicionamento da grade virtual que deve envolver os PACs dos

compostos do conjunto investigado. Tal caixa pode ser criada manualmente observando-se as coordenadas do arquivo .gro

ou com o auxilio do programa AutoDock Tools. InstrucGes

Autolock I ools

na figura abaixo.

File Edit Select 3D Graphics Display Color Comp Flexible Residues Docking  Run  Analyze
— ~ o = wm ——
B@t’J‘u_ = N0 Open GPF...

Macromolecule *

Ligand | Flexible Residues  Grid Docking Run  Analyze Set Map Types *
flrmmmmmmmmmma Grid Box._.
“““““““ Abra qualquer arquivo PAC_XX.pdb e copie somente a Other Options... *

Torsion Tree primeira conformagao e salve em um arquivo separado Output »
Aromatic Carbons * Chooss... e abra tal arquivo com Autodock Tools. Edit GPF__
Qutput 3 Open as Rigid...
Open...(AD3)
Choose. (AD3) Grid Options x|
Open as Rigid...(AD3)
File Center View Help
Quick Setup. .
L ) i ) Current Total Grid Pts per map: | 64000
Sellr?turael r:; ?rorgﬂguzém%aer abriu number of points in x-dimension: \
d pdb g (7407 Numero de pontos na grade
File View Help number of points in y-dimension:
40
Curref-==-~—-—-——————- 64000 [T+ T
numb| number of points in z-dimension:
Center on ligand
40
Center on macromalecule m \ M
numbe  ©Onanamed atom
|'||'|T‘4l]"|'|'ﬁ|| Spacing (angstrom): [ 0.375] Atribua 1.000 para esse campo
Center Grid Box: <offset>
\ x center: 0.0 LLEETELLL]
y center: |0.0 WELEETEL L
Modl_ﬁcando as dimensdes em x, y € 2, Crie uma caixa que julgar grande o 7 center: ’T (AR
suficiente para encerrar toda a molécula.

\ Arredonde os campos Center Grid Box 7

para um malor interio

Certifique-se que x, y e z-dimension sdo nimeros pares
Anote os valores x-dimension y-dimension z-dimension
X center, y center e z center.

Com clique duplo executar o médulo LQTAgrid que se encontra na pasta do minicurso. A figura abaixo apresenta

uma janela do programa. (Pode ser executado pelo comando java —jar LQTAgrid.jar)

LQTA-QSAR
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LOTA-QSAR

Arquivo

Tamanho do grid no eixo X: Coordenada inicial no eixo X:

Tamanho do grid no eixo Y: Coordenada inicial no eixo Y:

Tamanho do grid no eixo Z: Coordenada inicial no eixo Z:

Atomos de prova

[Fcoo- T oH ™ sH ™ cl-

M NH3+ T NH2 ™ NH2(ARG) [ Na+

[ CH3 I AN-H) [ (H20)HO

~ACH) T c=0 I Zn2+

Abrir o arquivo lista.txt no menu Arquivo, selecionar um fragmento de prova (exemplo NH3+), inserir o tamanho
da grade e as coordenadas iniciais da grade. O campo tamanho do grid nos eixos sdo as mesmas dimensdes do AutoGrid e

as coordenadas iniciais podem ser calculadas facilmente pelas férmulas abaixo:

Coordenada inicial no eixo X = x center — 0,5 (x-dimension)
Coordenada inicial no eixo Y = y center — 0,5 (y-dimension)

Coordenada inicial no eixo Z = z center — 0,5 (z-dimension)

Clicar em Gerar Grid. Terminado o cdlculo, salvar o arquivo onde desejar. Checar o arquivo salvo. A figura abaixo
mostra um plot dos descritores de interagdo de energia gerados no LQTAgrid. Os grupos a esquerda correspondem aos
descritores de Coulomb e os grupos a direita aos descritores de Lennard-Jones (criado no MATLAB, dados autoescalados,

sonda NH3+).

LQTA-QSAR
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