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PRÀCTICA 3. ALINIAMENT DE SEQÜÈNCIES I CRECA D’HOMOLOGIA REMOTA.
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gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWGKVD

--

VEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFG

-

DLSTPAAVMS

 

sp|P02020|      

-

MRFSQDDEVLIKEAWGLLH

-

QIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSAN

-----

 

sp|P02008|      

--

SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHP

QTKTYFPHF

--

DLHP

-----

G

 

sp|P13786|      

--

SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHF

--

DLHS

-----

G

 

                    .  .   .   *  .       * *.* *.    * .. .*  *  *         

 

 

gi|122699|      NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

 

sp

|P02020|      NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA

 

sp|P02008|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA

 

sp|P13786|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLAS

 

                  ... ** **

. *    .  .  .  .   *** *.  * *** **. *   ..  .* 

 

 

gi|122699|      HFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

 

sp|P02020|      HYGEKFTPEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

 

sp|P02008|      RFPADFTAEAHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

 

sp|P13786|      HFPADFTADAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

 

                .

.   **    .*  * .  .   *   *.

 

 

OBJECTIUS 

Aquesta pràctica es divideix en dues parts:


3.1. Alineaments múltiples de seqüències mitjançant ClustalW.  Mètode de cerca mitjançant BLAST i PSI-BLAST per trobar a les bases de dades estructures homòlogues (templates)  a una seqüència problema (target).


3.2. Models ocults de Markov (HMMER), per comparar i alinear seqüències proteiques. Base de dades de PFAM.
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MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAKVKAHGKKVLN

AFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVAT

ALAHKYH

 

>sp|P02020|HBA_LEPPA Hemoglobin alpha chain 

-

 Lepidosir

en paradoxus 

(South American lungfish).

 

MRFSQDDEVLIKEAWGLLHQIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSANNEKVKHH

 

GKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAAHYGEKFT

 

PEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

 

>sp|P02008|HBAZ_HUMAN Hemoglobin zeta chain (HBAZ) 

-

 Homo sapiens 

(Hum

an).

 

SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHFDLHPGSAQLRAHGS

 

KVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAARFPADFTAE

 

AHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

 

>sp|P13786|HBAZ_CAPHI Hemoglobin zeta chain 

-

 Capra hircus (Goat).

 

SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAK

TYFPHFDLHSGSAQLRAHGS

 

KVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLASHFPADFTAD

 

AHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

 

INTRODUCCIÓ


Hem de buscar amb el BLAST homòlegs d’una seqüència (proteïna target) de la qual no coneixem l’estructura. Volem trobar en el Protein Data Bank proteïnes homòlogues (templates) a la nostra seqüència problema que suposem que tindran una estructura similar, i per tant serà possible inferir l’estructura de la seqüència target.


Una manera fàcil de fer-ho seria fer BLAST contra PDB per tal de trobar altres seqüències que puguem relacionar amb la nostra problema. BLAST utilitza per a la cerca matrius PAM i BLOSUM però no indica la probabilitat de trobar certs residus en una determinada posició. Per tal d’obtenir aquesta informació haurem de recórrer al PSI-BLAST (fa alineament múltiple de totes les seqüències, crea una nova matriu i amb aquesta matriu fa la cerca d’una nova seqüència per iteració).
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gi|122699|      NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

 

sp

|P02020|      NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA
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DESENVOLUPAMENT
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HMMER 2.2g (August 2001)
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-

2001 HHMI/Washington University School of Medicine

 

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)
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HMM file:                   globin.hmm [globins50]

 

Sequence database:          Artemia.fa

 

per

-

sequence score cutoff:  [none]

 

per

-

domain score cutoff:    [none]

 

per

-

sequence Eval cutoff:   <= 10

 

per

-

domain Eval cutoff:     [no

ne]
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-
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-

 

-

 

-
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Query HMM:   globins50

 

Accession:   [none]

 

Description: [none]

 

  [HMM has been calibrated; E

-

values are empirical estimates]

 

 

Scores for complete sequences (score includes all domains):

 

S

equence Description                                    Score    E

-

value  N

 

--------

 

-----------

                                    

-----

    

-------

 

---

 

S13421   S13421 GLOBIN 

-

 BRINE SHRIMP                   347.5   2.4e

-

105   8

 

 

Parsed for domains:

 

Sequen

ce Domain  seq

-

f seq

-

t    hmm

-

f hmm

-

t      score  E

-

value

 

--------

 

-------

 

-----

 

-----

    

-----

 

-----

      

-----

  

-------

 

S13421     6/8     928  1075 ..     1   162 []    66.8  7.9e

-

21

 

S13421     2/8     149   288 ..     1   162 []    60.3  7.1e

-

19

 

S13421

     3/8     303   450 ..     1   162 []    59.4  1.3e

-

18

 

S13421     8/8    1238  1390 ..     1   162 []    43.4  8.3e

-

14

 

S13421     5/8     771   918 ..     1   162 []    34.8  3.4e

-

11

 

S13421     7/8    1085  1234 ..     1   162 []    33.0  7.2e

-

11

 

S13421

     4/8     454   607 ..     1   162 []    27.1  1.9e

-

10

 

S13421     1/8       1   139 [.     1   162 []    22.8  3.8e

-

10

 

 

Alignments of top

-

scoring domains:

 

S13421: domain 6 of 8, from 928 to 1075: score 66.8, E = 7.9e

-

21

 

                   *

-

>vilealvnssS

hLSaeekalVkslWYgKVegnaeeiGaeaLgRlFvv

 

                      +           LSa e a Vk++W   V+ ++ ++G  ++  lF +

 

      S13421   928    G

-----------

LSAREVAVVKQTW

-

NLVKPDLMGVGMRIFKSLFEA 962

 

 

                   YPwTqryFphFgdLssldavkgspkvKaHGkKVltalgdavkhLDdtgnl

 

    

               +P  q+ Fp+F+d+ +ld +++ p v +H   V t l++ ++ LD   nl

 

      S13421   963 FPAYQAVFPKFSDV

-

PLDKLEDTPAVGKHSISVTTKLDELIQTLDEPANL 1011

 

 

                   kgalakLSelHadklrVDPeNFklLghvlvvvLaehfgkdftPevqAAwd

 

                   +    +L+e H   lrV+   Fk +

g+vlv  L   +g  f+  +  +w

 

      S13421  1012 ALLARQLGEDH

-

IVLRVNKPMFKSFGKVLVRLLENDLGQRFSSFASRSWH 1060

 

 

                   KflagvanaLahKYr<

-

*

 

                   K++++++  +++

 

      S13421  1061 KAYDVIVEYIEEGLQ    1075

 

 

S13421: domain 2 of 8, from 149 to 288: s

core 60.3, E = 7.1e

-

19

 

                   *

-

>vilealvnssShLSaeekalVkslWYgKVegnaeeiGaeaLgRlFvv

 

                      +           LS  + a+++  W +KV+g++   G  +++R++ +

 

      S13421   149    G

-----------

LSCVDVANIQESW

-

SKVSGDLKTTGSVVFQRMING 183

 

 

                  

 YPwTqryFphFgdLssldavkgspkvKaHGkKVltalgdavkhLDdtgnl

 

                   +P+ q  F +F d+ +ld +  s  + aH  +V++a++++++ LD+   +

 

      S13421   184 HPEYQQLFRQFRDV

-

DLDKLGESNSFVAHVFRVVAAFDGIIHELDNNQFI 232

 


3.1. BLAST, PSI-BLAST I CLUSTALW.


PART A. BLAST I CLUSTALW

Primer de tot farem una descripció teòrica dels programes ClustalW i Blast que utilitzarem en aquesta part A de la pràctica i seguidament es detallarà el procediment pràctic que es va seguir.
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Descripció teòrica dels programes

CLUSTALW: 

El ClustalW és un programa d’alineament múltiple que funciona de la següent manera: primerament construeix una matriu de distàncies que compara les seqüències dos a dos i troba les més semblants (amb un menor nombre de diferències nivell de seqüència). A partir d’aquí construeix un arbre filogènetic (Neighbor-Joining) que serveix d’arbre guia a l’hora de fer l’alineament. Així doncs, aquest mètode comença a fer l’alineament de les dues seqüències més properes, per continuar fent un alineament gradual amb la resta de les seqüències (el que es coneix com alineament progressiu).
BLAST:

Com ja s’ha comentat anteriorment, la finalitat d’aquest programa és la de trobar proteïnes d’elevada homologia dintre de bases de dades (Swissprot o PDB) a partir d’una proteïna problema (query).

Per tal de comparar la proteïna problema amb cadascuna de les seqüències contingudes a  la base de dades, el Blast segueix una estratègia que es fonamenta en fer un alineament local de seqüències seguint l’algorisme de Smith ( Waterman. Aquest programa és un mètode de cerca que parteix de la idea de que en una bona correspondència entre dues seqüències tindríem “paraules curtes” en comú  entre ambdues. El procediment que segueix el programa és el següent: primer de tot fa un pre-tractament de la seqüència problema (query), seguidament, la retalla en paraules i finalment, busca aquelles paraules contingudes en la base  de dades (dividida en paraules de la mateixa longitud) que estableixin correspondència amb la seqüència problema. 

Cal dir, que a diferència dl FASTA, aquí les paraules no han de ser exactes a les trobades a la base de dades si no que s’accepta un grau de  similaritat mínim. Per cada paraula comuna entre la seqüència problema i les seqüències de la base de dades es comença a fer un alineament òptim local que anirà progressant en el cas que les puntuacions d’aquest no siguin molt negatives. 

Com a resultat final el Blast s’obtenen una sèrie de hits ordenats segons el seu valor de SCORE (puntuació de l’alineament). Com més alt sigui el valor del SCORE voldrà dir que existeix una major identitat amb la seqüència problema. Per altra banda, el programa ens proporciona un valor de E-value, o esperança, que és la probabilitat de trobar un alineament en la base de dades amb aquell SCORE  per atzar. Per tant, com més baix siguin  els valors d’ E-value voldrà dir que hi ha menys probabilitat que el resultat obtingut sigui degut a l’atzar i en conseqüència hi haurà més possibilitats de què realment sigui significatiu. 

BLAST utilitza per a la cerca les matrius PAM i BLOSUM, les quals expressen la probabilitat de canvi de cada aminoàcid als 19 restants en un determinat període evolutiu.
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Procediment pràctic
1. Crearem un directori per a la pràctica: 

      mkdir practica_3.1

2. Entrem dins el directori que acabem de crear:

  cd practica_3.1

3. A continuació copiem el següent directori dins la nostra carpeta:

cp /disc9/practica_3/BLAST/globin/hbb_tarsy.sw .

4. Per veure les opcions que ens proporciona BLASTall (que utilitzem per poder executar qualsevol dels cinc tipus de comparació que el BLAST pot fer) escrivim la comanda: 

/disc9/BLAST/EXE/blastall –

Opcions del Blastall que utilitzarem:

· -p: és el BLASTp (per proteïnes).

· -d: és la base de dades (PDB o Swissprot) que es troba a /disc9/DB/blast/PDB (o Swissprot, segons vulguem).

4. [image: image12.wmf]BLASTP 2.1.3 [Apr

-
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Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. 

Schaffer, 

 

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997), 

 

"Gapped BLAST and PSI

-

BLAST: a new generation of protein database 

search

 

programs",

  Nucleic Acids Res. 25:3389

-

3402.

 

 

Query= gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

 

         (147 letters)

 

 

Database: /disc9/DB/blast/pdb

 

           

30,673 sequences; 9,163,132 total letters

 

 

Searching............................................

......done

 

 

 

Results from round 1

 

 

 

                           

                               

Score  

 

E

 

Sequences producing significant alignments:               

bits)  Value

 

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B           

 

 264  2e

-

71

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D           

  

264  2e

-

71

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B           

  

2

63  5e

-

71

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt

.ent Chain D           

  

26

3  5e

-

71

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B           

  

2

60  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq

/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pd

b/scratch/pdb1bbb.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bij.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bij.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb

1bz0.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz0.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz1.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz1.ent Chai

n D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain A          

 

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain C           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain D           

  

2

60  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1coh.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/

seq/databases/pdb/scratch/pdb1coh.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases

/pdb/scratch/pdb1dsh.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dsh.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1g9v.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/

pdb1g9v.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hab.ent Chain B           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hab.ent Chain D           

  

260  2e

-

70

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hac.ent C

hain B           

  

260  2e

-

70

 

Executem Blastall amb la base de dades PDB:

/disc9/BLAST/EXE/blastall –i hbb_tarsy.sw  -d 
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Query= gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

 

         

(147 letters)

 

 

Database: /disc9/DB/blast/pdb

 

           

30,673 sequences; 9,163,132 total letters

 

 

Searching............................................

......done

 

 

 

Results from round 1

 

 

 

                          

                                

Score 

   E

 

Sequences producing significant alignments:              

(

bits) 

 

Value

 

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B           

 

 

235  

 

8e

-

63

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D           

  

235  

 

8e

-

63

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain B           

  

23

3  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq

/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bij.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pd

b/scratch/pdb1bij.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz0.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz0.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb

1bz1.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz1.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chai

n D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain A           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain C          

 

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1coh.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1coh.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/

seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dsh.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dsh.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases

/pdb/scratch/pdb1g9v.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1g9v.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hab.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/

pdb1hab.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hac.ent Chain B           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hac.ent Chain D           

  

233  

 

4e

-

62

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hga.ent C

hain B           

  

2

33  

 

4e

-

62
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Query= gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

 

         

(147 letters)

 

 

Database: /disc9/DB/blast/pdb

 

           

30,673 sequences; 9,163,132 total letters

 

 

Searching............................................

......done

 

 

 

Results from round 1

 

 

 

                                                         

 

 

Score  

 E

 

Sequences producing significant alignments:              

 

(

bits) 

Value

 

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B             

 

2

25  1e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D              

225  1e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B              

2

23  3e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pd

b1dxt.ent Chain D             

 22

3  3e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0u.ent Chain B              

222  7e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0u.ent Chain D              

222  7e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0z.ent Chain B              

22

2  7e

-

59

 

/seq

/databases/pdb/scratch/pdb1a0z.ent Chain D              

222  7e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1gli.ent Chain B              

222  7e

-

59

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1gli.ent Chain D              

222  7e

-

59

 

/seq/databases/pd

b/scratch/pdb1aj9.ent Chain B              

2

21  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pd

b1b86.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb

1bab.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chai

n D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bij.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bij.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz0.ent Chain B          

    

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz0.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz1.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bz1.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bzz.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain A              

221  2e

-

58

 

/

seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cbl.ent Chain C              

2

21  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pd

b1cbl.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases

/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1cls.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1coh.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/

pdb1coh.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain B              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dke.ent Chain D              

221  2e

-

58

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dsh.ent C

hain B              

221  2e

-

58

 


/disc9/DB/blast/pdb –p blastp –o hbb_tarsy.out


D'aquesta manera fem una cerca de les seqüències homòlogues a hbb_tarsy.sw en la base de dades de pdb.

5. A continuació, seguim el mateix procediment però enlloc d’utilitzar la bases de dades PDB (Protein Data Bank) utilitzarem Swissprot.

/disc9/BLAST/EXE/blastall –i hbb_tarsy.sw  -d 

/disc9/DB/blast/swissprot –p blastp –o hbb_tarsy.out_swiss

6. Obrim el fitxer amb kwrite: kwrite hbb_tarsy.out_swiss.

7. Ara hem de construir el nostre perfil usant la sortida del Blast que acabem d’obtenir. Apuntem el nom de les tres últimes seqüències (les més llunyanes) i les baixem del Swissprot per fer un alineament múltiple:


sp|P02008|HBAZ_HUMAN HEMOGLOBIN ZETA CHAIN          97     2e-20

sp|P13786|HBAZ_CAPHI HEMOGLOBIN ZETA CHAIN          96     3e-20

sp|P02020|HBA_LEPPA HEMOGLOBIN ALPHA CHAIN          96     4e-20

 Per obtenir les seqüències anem a la pàgina web del Swissprot:   

  http://us.expasy.org/sprot/
8. En el quadre de “Search” escrivim el nom de les 3 seqüències (HBAZ_HUMAN.sw, HBAZ_CAPHI.sw i HBA_LEPPA.sw) una a una i les gravem en format fasta en diferents emacs.

9. A continuació creem un fitxer que contingui els quatre fitxers  (emacs) que contenen les seqüències anteriors més la original (HBB_TARSY.sw):

cat hbb_tarsy.sw >> llistat.fa

cat hbaz_human.fa >> llistat.fa

cat hbaz_caphi.fa >> llistat.fa

cat hba_leppa.fa >> llistat.fa

D’aquesta forma, el fitxer llistat.fa contindrà totes les seqüències concatenades:


10. Fem l’alineament múltiple de les quatre seqüències amb el ClustalW i ens surt un menú per anar treballant:

/disc9/CLUSTALW/clustalw


     El programa ens demana el següent:

· Sequence input from disc: opció 1.

· Ens demana el nom de l’input: llistat.fa

· Multiple alignment: opció 2.

· Do complete multiple alignment now (Slow/Accurate): opció 1.

· Ens dóna un nom per l’output (llistat.aln): premem return per acceptar-lo.

· Ens dóna un nom per un fitxer per arbre (llistat.dnd): premem return per acceptar-lo.

· Ens mostra el resultat de l’alineament múltiple per la pantalla del Shell:



· Per sortir premem return i X.

En aquesta primera part (part A) de la pràctica 3.1, hem realitzat una cerca de proteïnes homòlogues a la seqüència problema (hbb_tarsy) mitjançant el Blast contra bases de dades com Swissprot i Protein Data Bank. A continuació veurem un altre tipus de Blast (PSI-Blast) per fer la mateixa cerca però de forma iterativa.

PART B. PSI-BLAST  (Position-Specific Iterated BLAST)

Com s’ha comentat anteriorment, en aquesta segona part farem servir el PSI-BLAST per a realitzar la mateixa cerca de proteïnes homòlogues, però en aquesta ocasió de forma iterativa.

[image: image4.png]



Descripció teòrica del PSI-BLAST
PSI-BLAST segueix el següent procediment per a la cerca de proteïnes homòlogues a la problema:

Primerament, realitza el mateix procediment que BLAST explicat anteriorment de manera que obtenim com a outfile una llista de hits ordenats segons el seu valor de SCORE i amb els seus E-values corresponents.

 En el següent pas, el PSIBLAST segueix un procediment semblant al del mètode ISS (Intermediate Sequence Search). El IIS realitza cerques de forma reiterativa pel mètode BLAST, utilitzant cada cop que fa una nova cerca la seqüència amb un valor de SCORE més gran (E-value més baix) obtinguda a l’últim pas. Així doncs, el programa PSI-BLAST seria una combinació dels dos mètodes: BLAST i IIS.  Quan ha obtingut el resultat del BLAST, PSIBLAST  agafa aquells hits que presenten uns valors de puntuació més gran i construeix a partir d’aquests una matriu de pesos específica (PSSM: Position Specific Substitution Matrix). Aquesta matriu ens dóna el grau de substitució dels residus per una posició concreta, i presenta com a avantatges sobre les matrius PAM i BLOSUM del Blast que és més característica del grup de proteïnes amb que estem treballant. 

A partir d’aquest punt, el PSIBLAST utilitza el perfil creat (PSSM) per fer una nova cerca i així successivament (és per això que el procés  se’n diu iteratiu).

[image: image5.png]



Procediment pràctic
L'opció de BLAST que farem servir és doncs blastpgp.
Les diferents opcions del PSI-BLAST que apareixen descrites al manual i que farem servir són les següents:

· -i: per a introduir el nom de la seqüència problema.

· -d: per a triar la base de dades.

· -j: per les iteracions que hem de fer servir (va creant patrons nous i fa realitzant noves cerques). Farà tantes cerques com li diem (j=2; farà 2 iteracions). Si després d’aquestes dues iteracions no ha trobat encara la convergència, haurem de fer més iteracions. 

· Una alternativa a no haver de fer més iteracions fins que trobi convergència és l’opció –C: guarda la matriu de substitucions (exemple: si hem fet 2 iteracions i volem fer una tercera, haurem de llegir la matriu que hem guardat amb –C amb l’opció -R).

· -R: opció que permet utilitzar  la matriu de substitució guardada en l’última iteració que ha fet. 

· -B: permet introduir l’alineament manual que hem fet amb ClustalW: llistat.aln, en comptes de fer servir les matrius del PSI-BLAST. Amb això em restringeixo més a  una substitució que considero que és molt més interessant pel que jo estic buscant, això dependrà de les dades experimentals que ja tenim.

2. Escrivim la següent comanda al Shell:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp  –i hbb_tarsy.sw    –d 


/disc9/DB/blast/pdb   –C     hbb_tarsy.bls1 –o 


hbb_tarsy.pdb.out1    –j 2


3. Ara farem una altra iteració:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp  –i hbb_tarsy.sw –d 


/disc9/DB/blast/pdb   –C     hbb_tarsy.bls2     -R 


hbb_tarsy.bls1 –o hbb_tarsy.pdb.out2    –j 2



El fitxer de sortida hbb_tarsy.pdb.out.2 és com es mostra a continuació:


                                                      



Score        E

Sequences producing significant alignments:  

(bits)      Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B          235       8e-63

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D          235       8e-63

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B          233       4e-62

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain B         233       4e-62

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D         233       4e-62

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain B         233       4e-62

Una altra manera d'executar el PSI-BLAST és utilitzar l’alineament del CLUSTALW que hem executat a la primera part de la pràctica:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i hbb_tarsy.sw   -B pp 


–d /disc9/DB/blast/pdb   –o hbb_tarsy.out3   –j 2


on pp
   és la sortida del ClustalW: llistat.aln però modificada (sense títol, ni “*” ni “.”), per tal que el PSI-BLAST la pugui executar:




5. Obrim els tres outputs que hem generat durant la pràctica 3.1 i observem com amb les diferents formes de cerca que hem utilitzat obtenim una sèrie de seqüències homòlogues a la proteïna problema. Ara podríem alinear les seqüències amb el CLUSTALW, seguint exactament el mateix procediment que hem fet servir abans.

Els fitxers de sortida es mostra a continuació:

OUTFILE Nº 1:


OUTFILE Nº 2:
OUTFILE Nº 3:

[image: image6.png]



3.2. MODELS OCULTS DE MARKOV (HMMER).

La informació de les matrius que obtenim del PSI-BLAST són el perfil que ens indica el grau de substitució de determinats residus. Això és el que es coneix com a Hidden Markov Model: hi ha llocs (posicions) que tenen més probabilitat de ser substituïts.


En aquesta segona part de la pràctica veurem l’aplicació del Hidden Markov (HMMER).

[image: image7.png]


  Descripció teòrica

Hidden Markov Models (HMMs) són models estadístics consens d’estructura primària d’una família de seqüències.


HMMER  realitza un alineament múltiple de seqüències (1) i una cerca en bases de dades (2). 
(1) Executa un alineament múltiple de seqüències, les quals poden ser “entrenades" per un procediment d’aprenentatge, a partir de seqüències sense alinear. Això és menys eficaç que construir un HMM d’un  alineament segur basat en l’estructura.  Malgrat tot, els  alineaments d’HMM poden ser absolutament exactes. 

(2) Cerca en bases de dades: el veritable poder de HMMs és la seva sensibilitat en la cerca realitzada en bases de dades. Aquest paquet (HMMER) inclou el software per a les diverses tasques de la cerca. Nosaltres, dins aquest conjunt, tractarem amb els programes:

· Hmmbuild: construeix un HMM a partir d’un alineament múltiple de seqüències.

· Hmmcalibrate: determina paràmetres estadísticament significatius abans de realitzar la cerca a les bases de dades, és a dir, calibra el HMM creat amb el programa Hmmbuild, com el seu nom indica.

· Hmmalign: calcula un alineament múltiple de seqüències utilitzant un HMM ja creat.

· Hmmsearch: cerca en base de dades de seqüències amb un perfil d’HMM.
· Hmmpfam: busca una seqüència contra un conjunt de HMM (base de dades de HMM).

 [image: image8.png]


  Procediment pràctic

 
PART A. CONSTRUCCIÓ DE PERFILS DE HMM

1. Al terminal Shell creem un directori per guardar els arxius que es generin durant la pràctica:

mkdir practica_3.2

2. Entrem dins la carpeta: 

cd practica_3.2

3. Dins el nostre directori copiem de disc9 la carpeta de HMMER continguda a la pràctica 3:

cp –r /disc9/practica_3/HMMER .

4. Entrem dins HMMER:

cd HMMER

5.  ls (aquí tenim els directoris que necessitem per fer servir el tutorial).

Les passes a seguir amb el tutorial són les següents:

a) Construcció del HMM amb hmmbuild:



> hmmbuild globin.hmm globins50.msf 

D’aquesta forma creem el perfil de les globines a l’HMM a patir d’un fitxer que conté 50 globines.

b) Calibració:



> hmmcalibrate globin.hmm

c) Cerca de nous homòlegs utilitzant els perfils creats de HMM:

> hmmsearch globin.hmm Artemia.fa > Artemia.out

Amb aquesta comanda buscarem dins la seqüència Artemia possibles dominis que estiguin conservats i que siguin dominis que surtin del profile que hem creat anteriorment.

L’alineament que es genera té un format similar al del PSI-Blast, indicant quines posicions són més o menys importants dins el perfil Hidden Markov (les majúscules són els residus més conservats, mentre que les minúscules són els menys conservats).

Un fragment de l’arxiu generat és el següent:




PART B. CERCA EN UNA BASE DE DADES DE SEQÜÈNCIES

Una altra opció és buscar dins d’una base de dades (en comptes d’utilitzar un fitxer que conté una seqüència com Artemia.fa d’on volem trobar dominis que coincideixin amb el nostre perfil creat).

Un exemple seria el següent:

hmmsearch globin.hmm /disc9/DB/blast/swissprot >basededades.out
El resultat a aquesta cerca es mostra a continuació (tant sols un fragment):


hmmsearch - search a sequence database with a profile HMM

HMMER 2.2g (August 2001)

Copyright (C) 1992-2001 HHMI/Washington University School of Medicine

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

HMM file:                   globin.hmm [globins50]

Sequence database:          /disc9/DB/blast/swissprot

per-sequence score cutoff:  [none]

per-domain score cutoff:    [none]

per-sequence Eval cutoff:   <= 10        

per-domain Eval cutoff:     [none]

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Query HMM:   globins50

Accession:   [none]

Description: [none]

  [HMM has been calibrated; E-values are empirical estimates]

Scores for complete sequences (score includes all domains):

Sequence                      Description            Score  E-value  N 

--------                      -----------            -----  ------- ---

gi|122640|sp|P02055|HBB_MELME HEMOGLOBIN BETA CHAIN  338.8  9.1e-98  1

gi|122629|sp|P10893|HBB_LUTLU HEMOGLOBIN BETA CHAIN  338.0  1.6e-97  1

gi|122664|sp|P09909|HBB_PHOVI HEMOGLOBIN BETA CHAIN  337.7    2e-97  1

gi|122639|sp|P15449|HBB_MELCA HEMOGLOBIN BETA CHAIN  337.7  2.1e-97  1

gi|122632|sp|P24660|HBB_MACGG HEMOGLOBIN BETA CHAIN  337.3  2.6e-97  1

gi|122644|sp|P23602|HBB_MUSLU HEMOGLOBIN BETA CHAIN  337.2  2.8e-97  1

gi|122674|sp|P10886|HBB_PTEBR HEMOGLOBIN BETA CHAIN  337.2  2.9e-97  1

gi|122650|sp|P10779|HBB_ODORO HEMOGLOBIN BETA CHAIN  336.9  3.6e-97  1

gi|122636|sp|P08259|HBB_MANSP HEMOGLOBIN BETA CHAIN  336.8  3.6e-97  1

gi|122631|sp|P02027|HBB_MACFU HEMOGLOBIN BETA CHAIN  336.0  6.5e-97  1

gi|122659|sp|P02030|HBB_PAPCY HEMOGLOBIN BETA CHAIN  335.9  6.9e-97  1

gi|122700|sp|P02029|HBB_THEGE HEMOGLOBIN BETA CHAIN  335.8  7.6e-97  1

gi|122709|sp|P21201|HBB_VULVU HEMOGLOBIN BETA CHAIN  335.4    1e-96  1

gi|122707|sp|P07422|HBB_URSMA HEMOGLOBIN BETA CHAIN  335.1  1.2e-96  1

gi|1708126|sp|Q03902|HBD_GALC HEMOGLOBIN DELTA CHAI  334.2  2.2e-96  1
PART C. CERCA EN UNA BASE DE DADES DE PERFILS D’HMM

Una altra possibilitat del programa HMMER és la de buscar en una base de dades que contingui perfils HMM de dominis de proteïnes, usant una seqüència proteica com a query.

Per fer això primer hem de crear aquesta base de dades de seqüències, que anomenarem myhmms, de la següent manera:

hmmbuild rrm.hmm rrm.slx

hmmbuild fn3.hmm fn3.slx  

hmmbuild pkinase.hmm pkinase.slx

cat rrm.hmm fn3.hmm pkinase.hmm > myhmms
D’aquesta forma el que fem és transformar els arxius amb extensió .slx que contenen alineaments múltiples en arxius .hmm que contenen perfils (matrius). A continuació  concatenem el arxius de perfils en un únic arxiu que anomenem myhmms, que serà la nostra base de dades de perfils.

El següent pas és calibrar aquesta base de dades que acabem de crear amb la comanda següent:

hmmcalibrate myhmms

Un cop realitzada la calibració, podem començar la cerca en aquesta base de dades de perfils. La nostra seqüència problema serà  l'arxiu 7LES_DROME, i el programa que utilitzarem és  hmmpfam, que serveix per fer cerques en bases de dades de perfils de dominis proteics. El resultat el redireccionem a l’arxiu mymhmms_pfam.out:

hmmpfam myhmms 7LES_DROME > myhmms_pfam.out

Un fragment del contingut d’aquest arxiu on hem redireccionat la sortida de la cerca és el que es mostra a continuació:

hmmpfam - search one or more sequences against HMM database

HMMER 2.2g (August 2001)

Copyright (C) 1992-2001 HHMI/Washington University School of Medicine

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

HMM file:                 myhmms

Sequence file:            7LES_DROME

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Query sequence: 7LES_DROME

Accession:      P13368

Description:    SEVENLESS PROTEIN (EC 2.7.1.112).

Scores for sequence family classification (score includes all domains):

Model    Description                                    Score    E-value  N

-------- -----------                                    -----    ------- ---

pkinase                                                 304.1    1.1e-91   1

fn3                                                     176.3    3.5e-53   6

rrm                                                     -44.5       0.69   1

Parsed for domains:

Model    Domain  seq-f seq-t    hmm-f hmm-t      score  E-value

-------- ------- ----- -----    ----- -----      -----  -------

fn3        1/6     437   522 ..     1    84 []    49.0  7.1e-15

fn3        2/6     825   914 ..     1    84 []    13.6  2.3e-06

fn3        3/6    1292  1389 ..     1    84 []    16.2  1.2e-06

rrm        1/1    1300  1364 ..     1    72 []   -44.5     0.69

fn3        4/6    1799  1891 ..     1    84 []    63.5  3.2e-19

fn3        5/6    1899  1978 ..     1    84 []    14.6  1.8e-06

fn3        6/6    1993  2107 ..     1    84 []    19.4  5.6e-07

pkinase    1/1    2209  2483 ..     1   278 []   304.1  1.1e-91

Alignments of top-scoring domains:

fn3: domain 1 of 6, from 437 to 522: score 49.0, E = 7.1e-15

                   *->P.saPtnltvtdvtstsltlsWsppt.gngpitgYevtyRqpkngge

                      P saP   + +++ ++ l ++W p +  ngpi+gY+++  ++++g+

  7LES_DROME   437    PiSAPVIEHLMGLDDSHLAVHWHPGRfTNGPIEGYRLRL-SSSEGNA 482

                   wneltvpgtttsytltgLkPgteYtvrVqAvnggG.GpeS<-*

                   + e+ vp+   sy+++ L++gt+Yt+ +  +n +G+Gp

  7LES_DROME   483 TSEQLVPAGRGSYIFSQLQAGTNYTLALSMINKQGeGPVA    522

fn3: domain 2 of 6, from 825 to 914: score 13.6, E = 2.3e-06

                   *->PsaPtnltvtdvtstsltlsWsppt.......gngpitgYevtyRqp

                       ++P  l++   ++  + +sW+ p++++ ++ + +   +Ye+++  +

  7LES_DROME   825    GGKPHSLKALL-GAQAAKISWKEPErnpyqsaDAARSWSYELEV-LD 869

                   knggewnelt.vpgtttsytltgLkPgteYtvrVqAvnggG..GpeS<-*

                   + +++ ++++++ g+   + l+ L+P+  Y++rV+A+n +G++G+++

  7LES_DROME   870 VASQSAFSIRnIRGPI--FGLQRLQPDNLYQLRVRAINVDGepGEWT    914

fn3: domain 3 of 6, from 1292 to 1389: score 16.2, E = 1.2e-06

                   *->PsaPtnltv......tdv..tstsltlsWsppt....gngpitgYev

                      Ps+P++l+v  ++  t++++   s++l+W++p+++++       Y +

  7LES_DROME  1292    PSQPRRLRVfverlaTALqeANVSAVLRWDAPEqgqeAPMQALEYHI 1338

                   tyRqpknggewneltvpgttt.sytltgLkPgteYtvrVqAvnggG....

                   ++ +  ++   +e+   +++  ++ ++ L+P+ +Y+++V A+ ++++

Aquesta mateixa cerca la podem realitzar contra una base de dades més gran com ara pfam. Per tal de dur-la a terme només hem d'especificar el pathway d’on es troba. En el nostre cas és el següent:

hmmpfam /disc9/DB/pfam/Pfam 7LES_DROME > pfam.out

El contingut del fitxer pfam.out on hem redireciconat la sortida de la cerca és el següent (es mostra un fragment):


hmmpfam - search one or more sequences against HMM database

HMMER 2.2g (August 2001)

Copyright (C) 1992-2001 HHMI/Washington University School of Medicine

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

HMM file:                 /disc9/DB/pfam/Pfam

Sequence file:            7LES_DROME

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Query sequence: 7LES_DROME

Accession:      P13368

Description:    SEVENLESS PROTEIN (EC 2.7.1.112).

Scores for sequence family classification (score includes all domains):

Model           Description                        Score    E-value  N 

--------        -----------                        -----    ------- ---

pkinase         Protein kinase domain              302.3    2.8e-88  1

fn3             Fibronectin type III domain        176.6    1.9e-50  6

ldl_recept_b    Low-density lipoprotein receptor repe9.0       0.11  1

Rota_NS53       Rotavirus RNA-binding Protein 53 (NS50.8       0.28  1

PART D. ALINEAMENT DE SEQÜÈNCIES EN RELACIÓ A UN PERFIL DE HMM

En aquesta darrera part, el que veurem és l’opció del programa HMMER que permet alinear un conjunt de seqüències (contingudes en l’arxiu globins630.fa) amb un perfil prèviament construït (globins.hmm)

La comanda que escrivim al Shell és la següent:

hmmalign  -o globins630.ali globin.hmm globins630.fa

on globins630.ali és l’arxiu que guarda el resultat (output). 

El resultat contingut en l’arxiu globins630.ali és el següent:


BAHG_VITSP        DQQTINII.KATV-PV.L.....KE...H....G....V....TI...TT

GLB1_ANABR        TADVKKDL.RDSW-KV.I.....GS...D....K....K....GN...GV

GLB1_ARTSX        SGLEKNAI.LDTW-GK.V.....RG...N....L....Q....EV...GK

GLB1_CALSO        SANDIKNV.QDTW-GK.L.....YD...Q....W....D....AV...HA

GLB1_CHITH        SGDQIAAA.KASW-NT.V.....KN...N....Q....V....--...--

GLB1_GLYDI        SAAQRQVI.AATW-KD.I.....AGa.dN....G....A....GV...GK

GLB1_LUMTE        ----KLQW.ASAF-GH.A.....HQ...R....V....A....-F...GL

GLB1_MORMR        SDAEKNKI.RAAW-DL.V.....YK...D....Y....E....KT...GV

GLB1_PARCH        TLAQKKIV.RKTW-HQ.L.....MR...N....K....T....SF...VT

GLB1_PETMA        TAAEKATI.RTAW-AP.V.....YA...K....Y....Q....ST...GV

GLB1_PHESE        ---DHPDL.VSLF-KR.V.....QG...-....-....-....--...--

GLB1_SCAIN        TADVKKDL.RDSW-KV.I.....GS...D....K....K....GN...GV

GLB1_TYLHE        -KQQWAQV.YSV----.-.....GE...S....R....T....DF...AI

GLB2_ANATR        TADVKKDL.RDSW-KV.L.....GS...D....K....K....GD...GM

GLB2_CALSO        SQADIAAV.QTSW-RR.C.....YC...S....W....D...nED...GL

GLB2_CHITH        SADEASLV.RGSW-AQ.V.....-K...H....S....E....--...-V

GLB2_LUMTE        --LEGLKV.KSEW-GR.A.....YGsghD....R....E....AF...SQ

GLB2_MORMR        SDAEKNKI.RAAW-DI.V.....YK...N....Y....E....KN...GV

GLB2_TYLHE        GPLQRLKV.KQQW-AK.A.....YG...-....-....-....-V...GH

GLB3_CHITH        SADQISTV.QASF-DK.V.....KG...-....-....-....-D...PV

GLB3_CHITP        SADQISTV.QASF-DK.V.....KG...-....-....-....-D...PV

GLB3_LAMSP        SGNDREEFgHFIW-TH.V.....FK...D....A....P....--...SA

GLB3_MORMR        TAADKTKI.LAAW-DL.V.....YK...N....Y....E....KN...SV

GLB3_MYXGL        SEGDKKAI.RESW-PQ.I.....YK...N....F....E....QN...SL

GLB3_PETMA        SAAEKTKI.RSAW-AP.V.....YS...N....Y....E....TT...GV

GLB3_TYLHE        SAADRHEV.LDNW-KG.IwsaefTG...R....R....V....AI...GQ

GLB4_CHITH        TADQISTV.QSSF-AG.V.....KG...-....-....-....-D...AV

GLB4_GLYDI        SAAQRQVV.ASTW-KD.I.....AGs.dN....G....A....GV...GK

GLB4_LUMTE        SYEDRREI.RHIW-DD.V.....WS...S....S....F....TD...RR

GLB4_TYLHE        SIEDRREV.QALW-RS.I.....WS...-....A....E....DT...GR

GLB5_PETMA        SAAEKTKI.RSAW-AP.V.....YS...T....Y....E....TS...GV

GLB6_CHITH        TTEQADLV.KKTW-ST.V.....--...K....F....N....EV...--

GLB7_ARTSX        TALEKQSI.QDIW-TI.L.....KA...-....-....-....-V...GL

En la pràctica 3 hem après dues formes diferents de fer cerques per homologia i obtenir els alineaments corresponents: a la pràctica 3.1 hem utilitzat BLAST i PSI-BLAST i desprès hem alineat amb ClustalW, mentre que a la pràctica 3.2 hem fet servir els Models de Markov Ocults.

En general, cal dir, que el mètode de HMMER és proporciona informació més complerta, ja que amb els perfils que es construeixen podem discriminar millor les substitucions aminoacídiques més rellevants i les seves posicions.

En el nostre cas, no podem comparar bé els mètodes utilitzats per a la cerca per homologia, ja que hem treballat amb seqüències diferents, i per tant no podem contrastar els resultats.

	Nom de la seqüència (input).


	Base de dades : PDB.


	Tipus de blast : blastp per proteïnes.


	Fitxer de sortida (outfile).





Fig.1. Alineament múltiple amb ClustalW on amb un (*) es mostren els residus conservats, i amb (.) trobem aminoàcids que conserven propietats hidrofòbiques o hidrofíliques.





	Nom de la seqüència (input).


	Base de dades : PDB.


	Tipus de blast : blastp per proteines.


	Fitxer de sortida (outfile 1).


	Guarda la matriu de substitució que crees.


	Matriu de substitució que crea.


	Dos iteracions per poder crear la matriu.























És la matriu que he creat amb la comanda anterior i que aprofito per fer la següent iteració.
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