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PRÀCTIQUES BIOESTRUCTURAL:

PRÀCTICA 1: LINUX I RASMOL

PART1: Descriu les comandes de LINUX mes habituals amb exemples:

Linux és un sistema operatiu multiusuari, multiprogramat. El fet de que sigui multiprogramat permet l'execució de més d'un programa a la vegada i el fet de que sigui multiusuari permet protegir les dades entre els diferents usuaris que tenen accés al sistema (així s'aconsegueix l'accés controlat a tots els recursos del sistema). 

Les comandes més utilitzades al LINUX són les següents (per qualsevol consulta relacionada amb el shell i les comandes es pot accedir a un manual mitjançant la comanda "man"):

- Com veure el directori actual?: $ pwd
- Com crear un directori?: cal utilitzar la comanda "mkdir". Exemple: si vull crear el directori "practica_1" caldrà que escrigui al shell: $ mkdir practica_1

- Com copiar fitxers i directoris?: es fa amb la comanda "cp" (copiar fitxers) i "cp -r" (copiar directoris):

1) Copiar fitxer i directoris d'un directori a l'actual:

 Exemple 1: Volem copiar el fitxer anomenat "fitxer_1" que es troba a la ruta "/disc9/practica_1" al directori actual: $ cp /disc9/practica_1/fitxer_1 .

 Exemple 2: Volem copiar el directori anomenat "directori_1" que es troba a la ruta "/disc9/practica_1" al directori actual: $ cp -r /disc9/practica_1/diectori_1 .

Després de fer aquestes dues comandes de copiar, al direcotori actual tindrem (es pot visualitzar mitjançant la comanda "ls" com es mostra):

$ ls <INTRO>

fitxer_1 directori_1

$

2) Copiar fitxers del directori actual a un altre directori:
Exemple: Volem copiar el fitxer "fitxer_1" (està al directori actual) al directori "/disc9/BE":

$ cp fitxer_1 /disc9/BE

- Com escriure fitxers?: Hi ha diferents editors de text a LINUX. En concret nosaltres hem utilitzat l'"emacs", el "kwrite" i una mica el "vi". L'emacs i el kwrite són molt més simples d'utilitzar que el vi, ja que contenen menús desplegables per poder guardar, tallar, enganxar i altres; en canvi al vi cal fer-ho mitjançant diferents comandes (algunes de les quals les descrivim a continuació):  

* enganxar (paste): 'p' (deixa la informació després del cursor), 'P' (deixa la informació abans del cursor).

* tallar línies (delete): 'dd' o 'D' (línies a partir del cursor), '#d' (línia especificada), ':#,#d' (rang especificat).

* copiar línies (yank): 'yy' o 'Y' (línies a partir del cursor), ':#y' (la línia indicada), ':#.#y' (el rang especificat).

* tallar/copiar paraules: 'dw' (esborrar paraula), 'yw' (tallar paraula).

* esborrar caràcters: 'x' (actual), 'X' (anterior), 'r' (reemplaçar el caràcter del cursor).

* salvar (write): ':w' (no es guarden les versions antigues del fitxer), ':w file' (escriu el contingut del fitxer en el fitxer file).

* incloure (read): ':r file' (inclou el contingut del fitxer file a partir d'on està situat el cursor).

* abandonar (quit): ':q' (surt del editor sense salvar), ':wq' (salva i surt)

  Per entrar en qualsevol dels editors esmentats cal posar al shell el nom de l'editor més el fitxer que volem obrir. Per exemple, si volem obrir l'arxiu que es diu "fitxer_obrir" amb un dels tres editors faríem:

$ emacs fitxer_obrir

  o

$ kwrite fitxer_obrir

  o

$ vi fitxer_obrir

En aquest moment ja podríem utilitzar l'editor.

- Com canviar els noms dels fitxers?: Cal utilitzar la comanda "mv". Exemple: Volem canviar el nom del fitxer anomenat "fitxer_antic" a "fitxer_nou": $ mv fitxer_antic fitxer_nou
- Com crear les teves variables d'entorn i executar-les: Aquesta comanda és diferent segons estiguem treballant amb "tcsh" o "bash" al shell:

1) Treballant amb "tcsh": $ source /disc9/cshrc (després de posar aquesta comanda podrem utilitzar tots els programes només escrivint el nom d'aquest més el fitxer que volem obrir). Exemple: obrir amb rasmol el fitxer "1ibl.ent":  $ rasmol 1ibl.ent
2) Treballant amb "bash": Al treballar amb bash crear variables d'entorn és una mica més feixuc ja que cal utilitzar la comanda "alias" per cada programa que volem executar, és a dir, si fem un    "alias" pel rasmol només servirà pel rasmol (podrem obrir el rasmol sense necessitat de posar tota la ruta d'accés sinó només "rasmol" i el nom del PDB que volem obrir però no ho podrem fer amb cap més programa a menys que fem un altre "alias"). Exemple: $ alias rasmol='/disc9/bin/rasmol' 

PART2: Fes servir el rasmol: Selecciona regions, calcula distancies i guarda imatges. Comproba l'estructura secundaria i identifica els llocs polars i no polars segons els residus:

Rasmol és un programa de gràfics moleculars que permet visualitzar proteïnes, àcids nucleics i petites molècules a nivell estructural. Aquest programa es troba al directori "bin" dins el "/disc9", de manera que per accedir-hi cal escriure "/disc9/bin/rasmol" o bé, per facilitar la feina, podem fer un "alias" de manera que indiquem al LINUX on ha de buscar cada cop que escrivim "rasmol" (alias rasmol='/disc9/bin/rasmol'). En aquest moment si, per exemple, volem obrir el PDB anomenat pdb1an2.ent només caldrà que fem (com hem indicat a la primera part d'aquesta pràctica): 

$ rasmol pdb1opa.ent

Un cop hem accedit al PDB ens trobem amb diferents opcions, dins les quals estan els desplegables "Display" (ens permet visualitzar la molècula com a "wireframe", "backbone", "sticks", "spacefill", "Ball and stick",  "Ribbons", "Strands" i "Cartoons") i també el "Colours" (ens permet colorar la nostra molècula per temperatura, estructura, grups funcionals, cadenes... o bé deixar-la en un sol color). Ambdós desplegables ens faciliten molt la feina. 

 A més d'aquestes opcions també podem accedir a d'altres escrivint l'opció desitjada al shell del rasmol; veiem algunes comandes:

- Per seleccionar residus (per exemple volem seleccionar els residus 25 i 26):                          

RasMol > select 25,26 (amb l'opció Display > Spacefill veiem aquests residus seleccionats)

- Per visualitzar només una cadena (per exemple la cadena D): RasMol >select *D

- Per canviar el color de tota l'estructura (per exemple a vermell): RasMol > color red (cal tenir en compte que si abans havíem fet un "select" ens canviarà només el color dels residus seleccionats).

- Per comptar i que ens surtin indicats els ponts d'hidrogen: RasMol > hbonds (per exemple en el cas de l'estructura pdb1opa.ent hi ha 192 ponts d'hidrogen).

- Per comptar i que ens surtin indicats els ponts disulfur: RasMol > ssbonds.

- Per generar una superfície de punts Van der Waals al voltant dels àtoms seleccionats en un determinat moment (les superfícies de punts es visualitzen a una distancia regular en una esfera de radi Van der Waals al voltant de cada àtom seleccionat):                                                         RasMol > dots <valor> 

- Per calcular la distancia entre dos àtoms: Es fa en dos passos: 

1) RasMol > pick distance 

2) Seleccionar dos àtoms al Rasmol:
Exemple: 

RasMol> pick distance

RasMol>

Atom #1: LYS131A.CA (1061)

RasMol>

Atom #2: CYS95A.CA (763)

Distance LYS131A.CA-CYS95A.CA: 21.367)

- Per seleccionar el color del fons de la pantalla (per defecte el color és negre):                      RasMol > background <colour>

Per guardar imatges cal anar als desplegables del Rasmol i seguir la següent ruta: Export > IRIS RGB. En aquest moment el programa et demana el nom del fitxer. Un cop fet això ja tens la foto guardada, i per visualitzar-la ho pots fer amb el programa "gimp" (un cop has sortit del RasMol cal posar al shell: $ gimp "nom del fitxer").

Per comprobar l'estructura secundaria de la molècula podem utilitzar el desplegable "Display" i seleccionar "Ribbons", "Strands" o "Cartoons", de manera que podrem diferenciar les hèlix ( de les fulles ( . 

D'altra banda, per identificar els llocs polars i no polars segons els residus, cal utilitzar les següents comandes:

1) Seleccionar els residus polars: RasMol > select polar
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2) Seleccionar els residus apolars: RasMol > select hydrophobic
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A partir de la visualització dels residus deduïm que a l'estructura terciària els residus apolars tendeixen a disposar-se cap a dins i els polars cap enfora. La raó d'aquest fenomen és que l'agrupament dels residus hidrofòbics al centre de la proteïna (lluny de l'aigua) redueix molt el nombre d'interaccions desfavorables d'aquests grups amb l'aigua. Així doncs, els residus polars tendeixen a orientar-se cap a l’exterior i els apolars cap a l’interior per l’efecte hidrofòbic, factor que realitza una contribució important a l’estabilitat termodinàmica de moltes proteïnes. Recordem que les substàncies hidròfobes en contacte amb l’aigua fan que les molècules d’aigua formin estructures de “clatrat” o de “presó” al voltant d’elles. Aquesta ordenació correspon a un pèrdua de l’aleatorietat del sistema (disminueix l’entropia). Per aquest motiu, al plegar-se la proteïna, els residus hidròfobs (per exemple la leucina, isoleucina o la fenilalanina) tendeixen a quedar protegits dins la molècula augmentant així l’aleatorietat de tot el sistema (les proteïnes més l’aigua) i per tant produint-se un augment de l’entropia que suposa una contribució negativa a l’energia lliure de plegament incrementant l’estabilitat de l’estructura proteica. Així, l’estabilitat de l’estructura plegada d’una proteïna depèn bàsicament de la interacció entre tres factors:

1) El canvi d’entropia conformacional desfavorable.

2) L’entalpia favorable a les interaccions dels grups laterals intramoleculars.

3) El canvi d’entropia favorable al amagar els grups hidròfobs a l’interior de la molècula. 

Tot i així, aquesta disposició de "polar fora, apolar dins"  també té les seves limitacions (res és absolut), ja que de vegades no tots els residus hidrofòbics poden quedar cap a dins per qüestions de forma de la proteïna i perquè de vegades és necessari que aquests residus mirin a l’exterior per interaccionar amb altres proteïnes. De totes maneres, la tendència general és que els residus apolars mirin a l’interior i els polars a l’exterior per solvatar-se amb l’aigua.

PRÀCTICA 2: ESTUDI DE PLEGAMENTS

Identifica 10 plegaments del directori PDB que es troba a "practica_1". Crea una imatge i raona l'estructura i perquè creus que és aquest el plegament. Com es troben els residus polars i els hidrofòbics? 

-"pdb256b.ent" (citocrom b562): És una estructura tot alfa, en concret és una proteïna amb dos dominis de quatre helix-boundle (quatre helix alfa antiparal·leles juntes):
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Aquest tipus d'estructura (four-helix-bounded en posició antiparal·lela), la podem trobar a moltes

 proteïnes diferents (miohemertrina, citocrom c' i citocrom b562 que és el nostre cas, ferritina, entre altres) i és típic que alguns dels residus hidrofòbics de totes les cadenes alfa que miren cap a l’interior formin un centre hidrofòbic al mig de les quatre hèlix. En la següent imatge del Rasmol s’observa aquesta disposició (només estan representats els residus hidrofòbics en groc): 
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 Respecte a la disposició dels residus polars i apolars, s’observa com els polars miren cap a fora per interaccionar amb l’aigua i els apolars cap a dins (la raó d’aquesta orientació és la mateixa que l’explicada al final de la pràctica 1: l’efecte hidrofòbic):
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-"pdb1gcs.ent" (gamma-crystallin): Es tracta d'una estructura tot beta amb dos dominis idèntics formats cadascun per dos motius greek-key  (en cada domini tenim dos motius greek-key formats per 2 fulles beta amb 8 cadenes beta i units per una petita regió de loop) com es veu seguidament (es mostra la imatge del pdb “1gcs” extreta de Rasmol i un esquema de quina és l’estructura del greek-key): 
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Respecte a la disposició dels residus polars i apolars, com en el cas anterior, s’observa que els primeres tendeixen a mirar cap a l’exterior i els segons cap a l’interior per efecte hidrofòbic:
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-"pdb8fab.ent" (inmunoglobulina): Estructura tot beta i disposició de greek-key de les làmines beta (en concret hi ha 8 greek-keys i la majoria tenen 2 fulles beta y 7 cadenes beta, encara que algun d’aquests greek-key tenen alguna cadena extra): 
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Respecte l’orientació dels residus polars i apolars aquests segueixen la mateixa disposició de les estructures anteriors (apolars interior, polars exterior) com es mostra a la següent imatge:
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-"pdb4icb.ent" (calbindina D9K): Estructura tot alfa, en concret és una proteïna amb un domini de quatre helix-boundle (quatre helix alfa antiparal·leles juntes com hem vist al primer exemple). A més, també  veiem 2 petites beta hairpins com es veu a la imatge següent:
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A més, recordem que aquesta estructura de quatre helix-boundle té típicament un centre hidrofòbic que es mostra a continuació juntament amb la disposició normal dels residus polars (exterior) i apolars (interior):
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- "pdb1sso.ent" (DNA-binding protein): Estructura tot beta formada per 5 cadenes beta antiparal·leles connectades per loops hairpin (en concret són dues fulles beta anteposades on una consta de 3 cadenes beta i l’altre de dues). Ambdues fulles beta tenen disposició de meandre, de manera que diríem que la fulla de tres cadenes és un meandre i la de dos cadenes és un hairpin (per això podríem considerar que aquesta estructura és un inici de beta-barril, el qual està composat de hairpins i meandres com es mostra a l’esquema):
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Un exemple d'una proteïna amb estructura de barril beta es la RBP (retinol-binding protein). La disposició dels residus polars i apolars és la mateixa que en les altres proteïnes:
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-"pdb3cro.ent" (cro 434): Es tracta d'una "gene regulating protein" del Bacteriophage 434 (per això observem a la imatge la proteïna unida a DNA). En concret és una estructura tot alfa constituïda per dos dominis de cinc hèlix alfa cadascún:
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Respecte a la polaritat dels dominis proteics en aquest tipus de proteïnes observem com els residus polars segueixen tendint a mirar cap a l’exterior i els apolars a l’interior, però també podem fixar-nos en que són majoritàriament els residus polars els que interaccionen amb l’hèlix de DNA (tot i que, com no és una ciència exacta, sempre hi hi algún residu hidrofòbic que també ho fa):


[image: image19.png]




- “pdb2ypi” (triosafosfat isomerasa): Es tracta d’una estructura alfa/beta, en concret es tracta de dos TIM beta/alfa-barrel (té hèlixs alfa i cadenes beta alternades formant un barril; les cadenes beta són paral·leles i s’agrupen juntes a l’interior del barril, mentre les hèlix alfa que connecten les cadenes beta paral·leles estan a l’exterior del barril):
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La primera vegada que es va observar aquesta estructura de TIM barrel va ser a l’enzim triosafosfat isomerasa. D’altra banda, la disposició dels residus polars i apolars és la mateixa que en totes les proteïnes (residus polars orientats cap a l’exterior per interaccionar amb l’aigua i residus apolars orientats a dins fugint de l’aigua):
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- “pdb1bdi” (repressor de purines): Es tracta d’una estructura alfa/beta en la major part de la molècula però amb una petita part tot alfa en la part N-terminal. L’estructura alfa/beta en concret és un open-beta sheet (típica del domini d’unió a coenzims d’algunes deshidrogenases) amb les hèlix alfes al voltant. L’esquema següent i la imatge del pdb “1bdi” intenta demostrar que realment es tracta de dos open-sheet i quatre hèlix alfa unides a l’extrem N-terminal:
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La polaritat segueix el mateix patró que a les altres proteïnes:
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- “pdb1cbg” (hidrolasa): Es tracta d’una altra estructura alfa/beta (concretament un TIM alfa/beta barrel com explicàvem al pdb “2ypi” adjuntant un petit esquema més visual) amb una una petita part en disposició beta-hairpin (dues cadenes beta enllaçades formant una fulla beta antiparal·lela):
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Respecte a la polaritat veiem com també segueix la disposició típica polar/exterior, apolar/interior:
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- “pdb1pbf” (P-hidorxibenzoat hidroxilasa o PHBH): Es tracta d’una estructura tipus alfa+beta, formada bàsicament per fulles beta antiparal·leles i no paral·leles. Les estructures més rellevants que concretament trobem són (de l’extrem N-terminal al C-terminal): 

1) Quatre hèlix alfa agrupades:
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2)  Un beta hairpin (dues fulles beta antiparal·leles unides per un loop tipus hairpin):
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3) Un greek-key format per quatre làmines beta antiparal·leles i unides per loops hairpin:
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4) Un beta meandre format per una fulla beta de tres cadenes beta antiparal·leles unides per loops hairpin:


5) Una hèlix alfa:


6) Un altre beta hairpin (dues fulles beta antiparal·leles unides per un loop tipus hairpin):


7) Dues hèlix alfa antiparal·leles unides per un loop hairpin:


8) Estructura beta-alfa-beta amb les dues cadenes beta disposades antiparal·lelament (s’assembla a l’inici d’un open-sheet):


Cal dir, que aquestes són les estructures més rellevants que ens trobem a aquesta proteïna, tot i que també n’hi ha d’altres però menys importants o que formen parts de loops. Respecte a la polaritat observem el mateix que a les altres proteïnes:
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PRÀCTICA 3: BLAST, PSI-BLAST I HMM

PART1: Descriu com fer servir el BLAST i el PSI-BLAST amb diferents opcions: desenvolupa un mètode de cerca per tal de trobar a les bases de dades de seqüències de proteïnes amb estructura coneguda les més homòlogues a una seqüència problema:
El millor mètode per cercar proteïnes homòlogues a una seqüència problema (en el nostre cas és la seqüència "hbb_tarsy.sw") és fer un PSI-BLAST (la primera ronda sobre Swissprot ja que és una base de dades major (seria com fer un BLAST sobre Swissprot amb el paràmetre -j 1) i després la segona ronda sobre PDB per acurar més la cerca). Nosaltres, però, abans de fer el PSI-BLAST, també farem un BLAST a PDB per comparar els resultats finals d'ambdós (en teoria sempre serà millor el resultat amb PSI-BLAST ja que aquest és l'objectiu de fer dues iteracions com explicarem més endavant). Així doncs, abans de començar a descriure el mètode per trobar homòlegs seria necessari descriure els dos programes que utilitzarem:

-BLAST (blastall): 

Hi ha cinc programes diferents dins de Blast que podem utilitzar segons quina sigui la nostra seqüència problema i amb què la vulguem comparar. Aquests programes són:

1) Blastp (és el que utilitzarem a aquesta pràctica per cercar homòlegs): Compara una seqüència problema proteica contra una base de dades proteica.

2) Blastn: Compara una seqüència problema nucleotídica contra una base de dades nucleotídica. 
3) Blastx: Compara una seqüència problema nucleotídica traduïda en totes les pautes de lectura contra una base de dades proteica.
4) Tblastn: Comparar una seqüència problema proteica contra una base de dades nucelotídica traduïda en totes les pautes de lectura. 

5) Tblastx: Compara les traduccions en les sis pautes de lectura d’una seqüència problema nucleotídica contra les traduccions en les sis pautes de lectura d’una base de dades nucleotídica.
Nosaltres farem servir concretament el programa blastp (es troba dins el paquet "blastall") ja que el nostre objectiu es fer una comparació proteïna-proteïna. Les opcions més comuns del blastall són:

  -p: nom del programa ("blastp","blastn","blastx","tblastn" o "tblastx").

  -d: base de dades ("swissprot" o "pdb").

  -i: seqüència problema (per defecte és “stdin” i ha d'estar en format FASTA).

  -e: Expectation value (E) (per defecte és 10).

  -o: fitxer de sortida (per defecte és “stdout”)

  -F: filtre a la seqüència problema.

  -S: nombre de cadenes a comparar amb la base de dades (per defecte són 3).
  -T: produeix un output HTML.

  -l: restringir la cera a la base de dades per a un llistat de GI's.

-PSI-BLAST (blastpgp):

El blastpgp realitza cerques per recuperar seqüències potser oblidades pel blastp fent iteracions en el mode psi-blast o phi-blast. Nosaltres utilitzarem el PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST), on les seqüències que trobem en una ronda de cerca són utilitzades per construir un model amb les millors puntuacions que utilitzarem per fer la següent cerca. El PSI-BLAST utilitza una matriu de substitució QxA (on A és el tamany de l'alfabet i Q és la llargària de la seqüència).

La matriu que s'utilitza per la ronda "i+1" es construeix a partir d'un alineament múltiple de la seqüència problema i les homòlogues trobades a la ronda "i" amb E-value suficientment baix. El PSI-BLAST s'aturarà ("convergirà") si totes les seqüències trobades a la ronda "i+1" per sota de l'E-value de referència estaven ja al model del principi de la ronda.

Hi ha molts paràmetres específics per PSI-BLAST (dins el blastpgp), alguns d'ells són:

   -j: número màxim de rondes (per defecte és 1, és a dir, un BLAST  normal)        

   -e: E-value de referència (per defecte és 0.01)

   -C i -R: actúen com a "checkpoints" permetent que un model de puntuacions sigui emmagatzemat 

     i utilitzat més tard.

   -B: ens permet utilitzar com a perfil un fitxer d’alineament. 

Cerca de seqüències homòlogues:

Després de descriure ambdós programes passarem a fer la cerca de seqüències homòlogues primer amb BLAST i després amb PSI-BLAST per comparar finalment els resultats:

1) BLAST: En concret utilitzarem el programa “blastp” ja que la nostra seqüència problema és proteica i volem fer una cerca sobre una base de dades de proteïna per comparar els resultats obtinguts posteriorment amb PSI-BLAST. La nostra seqüència problema ("hbb_tarsy.sw") en format FASTA és:

>gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH
La comanda i el resultat del BLAST (sobre la base de dades de PDB ja que així podrem comparar amb la sortida del PSI-BLAST) és:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastall -p  blastp -i hbb_tarsy.sw –d /disc9/DB/blast/pdb -o blast_pdb.out

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        275  8e-75

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        275  8e-75

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        275  1e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        275  1e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb4hhb.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb4hhb.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb3hhb.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hhd.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hhd.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hhb.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hhb.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hco.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hbf.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2hbd.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1vwt.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1vwt.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sdl.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sdl.ent Chain B                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sdk.ent Chain D                        273  3e-74

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sdk.ent Chain B                        273  3e-74

Aquests són només els resultats més bons del BLAST ja que la llista que obtenim és massa llarga (l'última seqüència del fitxer de sortida té un E-value de 0.33). La primera d'aquestes seqüències (pdb1dxt.ent) té una identitat del 90%.

2) PSI-BLAST: Les comandes que fem servir i els resultats d'ambdues rondes (posem un valor de -j igual a 2) són:

Ronda 1: 

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -j 2 –d /disc9/DB/blast/swissprot -C hbb_tarsy.bls1 -o hbb_tarsy.out
D'aquesta primera ronda em surten dos fitxers (la primera matriu, que utilitzaré per fer la segona iteració ("hbb_tarsy.bls1") i el primer fitxer de sortida ("hbb_tarsy.out") on els resultats serien els mateixos que si féssim un BLAST sobre Swissprot):

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             282  2e-76

sp|P02051|HBB_TARBA HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             275  2e-74

sp|P02040|HBB_CEBAL HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             267  8e-72

sp|P02041|HBB_CEBAP HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             266  2e-71

sp|P02036|HBB_SAISC HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             266  2e-71

sp|P24660|HBB_MACGG HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             265  3e-71

sp|P02035|HBB_AOTTR HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             265  4e-71

sp|P02038|HBB_SAGMY HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             265  4e-71

sp|P15166|HBB_LEPWE HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             264  5e-71

sp|P02034|HBB_ATEGE HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             264  6e-71

sp|P02056|HBB_CANFA HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             264  8e-71

sp|P23602|HBB_MUSLU HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  1e-70

sp|P02025|HBB_HYLLA HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  1e-70

sp|P21201|HBB_VULVU HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  1e-70

sp|P02037|HBB_SAGNI HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  1e-70

sp|P02023|HBB_HUMAN HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  2e-70

sp|P02032|HBB_PREEN HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             263  2e-70

sp|P19017|HBB_MUSPF HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             262  2e-70

sp|P10779|HBB_ODORO HEMOGLOBIN BETA CHAIN                             262  2e-70

sp|P02044|HBD_ATEGE HEMOGLOBIN DELTA CHAIN                            262  2e-70

Aquí també mostrem les primeres seqüències que ens surten (la primera seqüència és la mateixa seqüència problema i la segona té una identitat del 97%).

Ronda 2:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -R hbb_tarsy.bls1 -C hbb_tarsy.bls2 -j 2 -o hbb_tarsy.out2 -d /disc9/DB/blast/pdb

D'aquesta segona iteració també surten dos fitxers (la segona matriu ("hbb_tarsy.bls2") i el segon fitxer de sortida que és el que mirarem i compararem amb el de BLAST ("hbb_tarsy.out2"):

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain D                        259  5e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain B                        259  9e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain D                        259  9e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a4f.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1c40.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain D                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain F                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain H                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        253  5e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        253  5e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3d.ent Chain A                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3d.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3e.ent Chain A                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3e.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        252  1e-67

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        252  1e-67

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B                        249  5e-67

En aquest cas (on també mostrem les seqüències amb E-value més alt) l'última de les seqüències del fitxer té un E-value de 1e-28 i la primera seqüència té identitat del 67%.

Comparació entre les seqüències trobades al BLAST i al PSI-BLAST: 

La diferència fonamental entre BLAST i PSI-BLAST és que amb el segon, al fer dues iteracions, podem trobar més homòlegs remots. Per demostrar aquest fet no ens podem fixar absolutament en la comparació de l'E-value de les primeres seqüències de cada resultat ja que en el PSI-BLAST canvia la matriu (tot i així, els E-values més baixos trobats a BLAST i a PSI-BLAST no difereixen gaire: 5e-70 a PSI-BLAST i 8e-75 a BLAST), encara que sí podem prendre com a referència els E-values de les últimes seqüències dels resultats i observar que, mentre en el BLAST l'E-value més alt és 0.33, en el PSI-BLAST el valor més alt d'E-value és de 1e-28. Això demostra que el PSI-BLAST troba més remots homòlegs que el BLAST, ja que aquest últim troba moltes seqüències que no estaran relacionades amb la nostra seqüència problema. 

Sobre la identitat més alta de les seqüències trobades (90% al BLAST i 67% al PSI-BLAST), cal dir que no ens podem fixar en la identitat immediata de la seqüència sinó que cal tenir sempre en compte si la llargària de les seqüències és la mateixa (una identitat del 95% en 50 bases no és més bona que una identitat del 70% en 100 bases) com també que no és el mateix fer una cerca amb una sola seqüència (BLAST) que utilitzant un perfil (el perfil, utilitzat pel PSI-BLAST, permet discriminar molt més). 

Altres opcions del PSI-BLAST (opció –B):


L'opció -B del PSI-BLAST ens permet agafar com a perfil, en lloc de la matriu que surt de la primera ronda, qualsevol alineament que nosaltres haguem generat (per exemple un alineament procedent de HMM, del CLUSTALW...). En aquesta part de la pràctica, per provar aquesta opció -B i veure quins resultats ens surten, utilitzarem l'alineament obtingut al fer un CLUSTALW de les primeres 5 seqüències obtingudes al PSI-BLAST fet anteriorment (incloses al fitxer "llistat.fa"):
>1FAW:B HEMOGLOBIN (BETA SUBUNIT)

VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPMV

RAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFAK

EFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

>1FAW:D HEMOGLOBIN (BETA SUBUNIT)

VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPMV

RAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFAK

EFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

>1HBR:D HEMOGLOBIN D

VHWTAEEKQLITGLWGKVNVAECGAEALARLLIVYPWTQRFFASFGNLSSPTAILGNPMV

RAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFSQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFSK

DFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

>1A4F:B HEMOGLOBIN

VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPMV

RAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFAK

EFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

>1C40:B HEMOGLOBIN (BETA CHAIN)

VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPMV

RAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFAK

EFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

>gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAK

VKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFG

KEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

Les comandes per fer el CLUSTALW i els resultats que ens surten d’aquest (el fem un cop creat el fitxer "llistat.fa" on tenim totes les sequencies que utilitzarem a l'alineament inclosa la nostra sequencia problema) són: 

$ /disc9/CLUSTALW/clustalw

1FAW_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1FAW_D_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1HBR_D_HEM      -VHWTAEEKQLITGLWGKVNVAECGAEALARLLIVYPWTQRFFASFGNLSSPTAILGNPM

1A4F_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1C40_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAK

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

1FAW_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1FAW_D_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1HBR_D_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFSQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFS

1A4F_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1C40_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

gi|122699|      VKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFG

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

1FAW_B_HEM      KEFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1FAW_D_HEM      KEFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1HBR_D_HEM      KDFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1A4F_B_HEM      KEFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1C40_B_HEM      KEFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

gi|122699|      KEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

                *.***  *** **.*  ** ***.***
Observem en aquest resultat que totes les seqüències ens surten molt iguals i fins i tot hi ha algunes que són la mateixa. Això és normal ja que en aquest cas fer aquest CLUSTALW només era una prova per veure com funcionava l'opció –B i hem agafat les cinc primeres seqüències del fitxer de sortida anterior del PSI-BLAST sense tenir en compte que segurament serien molt iguals o idèntiques. 
Un cop hem obtingut un fitxer amb un alineament (en aquest cas procedent de CLUSTALW encara que també podria procedir d’altres programes), farem PSI-BLAST utilitzant aquest alineament com a perfil amb l’opció –B (és necessari, però, que treiem tots els asterixs i la capçalera del fitxer de l'alineament). La comanda i els resultats d’aquest PSI-BLAST són els següents:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -B llistat.aln -j 2 -d /disc9/DB/blast/pdb -o hbb_tarsy.out3

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain B                        284  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain D                        284  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a4f.ent Chain B                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1c40.ent Chain B                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain B                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain D                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain F                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain H                        283  5e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain D                        278  9e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain B                        271  1e-73

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        267  2e-72

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        267  2e-72

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        263  3e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        263  3e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B                        261  1e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain B                        261  1e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D                        261  1e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain B                        261  1e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain D                        261  1e-70

En aquest cas la primera seqüència dels resultats té el millor E-value que hem obtingut (2e-77), un 68% d'identitat (com a PSI-BLAST) i el valor d'E-value més alt és 1e-05 (entre el valor obtingut a BLAST i el de PSI-BLAST). Tot i així, aquest resultat no es pot comparar directament amb els resultat abans obtinguts, com hem fet amb BLAST i PSI-BLAST, ja que la tria de l'alineament que hem utlitzat com a perfil no ha estat feta acuradament amb l'objectiu d'obtenir uns resultats bons sinó, com hem dit, per mostrar que al PSI-BLAST existeix aquesta opció -B i la podem fer servir si ens interessa. Els alineaments que podem utilitzar en aquesta opció del PSI-BLAST podem venir de (tenint en compte que s’han de modificar per només deixar el nom de la seqüència i la seqüència, sense asterixs, ni capçalera... res més):

· CLUSTALW.

· hmmalign  (Hidden Markov Models).

· STAMP.

· Altres.

PART2: Descriu com fer servir el mètode de Hidden Markov Models (HMM) per comparar i alinear seqüències: Crea un model de Markov. Descriu les bases de dades dels models de Markov. Desenvolupa un mètode per tal de cercar les bases de dades i trobar les proteïnes homòlogues a una seqüència problema. Compara el mètode de PSI-BLAST i de HMM: quines són les similituds i quines les diferències?. Compara les bases de dades de PFAM i SwissProt. 

Descripció dels Hidden Markov Models:

El programa BLAST té algunes limitacions que poden ser solventades utilitzant els models ocults de Markov (per exemple, amb BLAST no podríem o ens costaria molt trobar membres de la mateixa família de la nostra proteïna problema si aquests membres son força llunyans evolutivament. Això, i altres problemes en l'anàlisi de seqüències, ho podem resoldre amb els models ocults de Markov o HMM). Els HMM són models estadístics de l'estructura primaria consens d'una familia de seqüències i han estat molt utlitzats per buscar en bases de dades emprant alineaments múltiples de seqüències (perfils) en lloc d'una sola seqüència proteica. Així, els HMM busquen utilitzant perfils, de manera que utilitzen puntuacions específiques segons la posició de cada aminoàcid (o nucleòtids) i puntuacions específiques de posició per obrir i estendre una inserció o una delecció (els alineaments tradicionals que es fan a programes com BLAST i FASTA o a l'algoritme d'Smith/Waterman utilitzen parametres de puntuació independents de posició). Aquesta propietat dels perfils captura informació important sobre el grau de conservació de varies posicions en l'alineament múltiple i el grau de variació en que els gaps i les insercions estan permeses. 

L'avantatge d'utilitzar HMM es que tenen una base probabilistica i, per tant, ens permeten fer coses que els métodes més heurístics no podrien fer fàcilment. És possible, a més, fer llibreries de centenars de perfils de HMM i aplicar-los a l'anàlisis de  tot el genoma humà o al de seqüències EST (una base de dades de models de dominis proteics és PFAM, l'utilització i construcció de la qual està molt lligada al paquet de software HMMER).

Tot i així, els HMM tenen també importants limitacions com són: 

- Assumeixen que la identitat d'una posició particular és independent de la identitat d'altres posicions.

- Fan models pobres d'RNA (per exemple perquè els HMM no poden descriure parells de bases).     

- No tenen en compte les relacions en la seqüència entre els aminoàcids o nucleòtids conservats importants per a la família.

Dins el paquet de programes HMMER trobem 9 programes diferents:

· hmmalign: alinea un conjunt de seqüències a partir d'un model de Markov.

· hmmbuild: construeix un model a partir d'un alineament múltiple de seqüències (és molt semblant a PSI-BLAST ja que construeixes una matriu i busques seqüències).

· hmmcalibrate: agafa un HMM i determina empíricament paràmetres que seran utilitzats per fer cerques més sensibles mitjançant el càlcul més acurat dels E-values.

· hmmconvert: converteix el fitxer del model en diferents formats.

· hmmemit: emet seqüències probabilísticament a partir d'un perfil HMM.

· hmmfetch: aconsegueix un model únic a partir d'una base de dades de HMM.

· hmmindex: indexa una base de dades de HMM.

· hmmpfam: busca una seqüència contra una base de dades de HMM (per exemple PFAM).

· hmmsearch: utilitza el HMM i busca sobre una base de dades de seqüències.

Tutorial de HMMER:

En aquesta pràctica seguirem un tutorial de HMMER per aprendre a utilitzar totes les eines que ens ofereix. Els arxius que utilitzarem durant aquest tutorial seran:

· globins50.msf: fitxer que conté un alineament de 50 globines en format MSF.

· globins630.fa: fitxer que conté 630 seqüències de globines no alineades en format FASTA.

· fn3.slx: fitxer que conté un alineament de dominis fibronectina tipus III en format SELEX.

· rrm.slx: fitxer que conté un alineament de dominis amb motius de reconeixement d'RNA en format SELEX.

· rrm.hmm: exemple de HMM construït a partir del fitxer "rrm.slx".

· pkinase.slx: fitxer que conté un alineament de dominis catalítics de proteïnes quinases en format SELEX.

· Artemia.fa: conté nou tandems repetits de dominis globina en format FASTA.

· 7LES_DROME: fitxer de SwissProt de la seqüència Sevenless de Drosophila (un receptor tirosin-quinasa amb múltiples dominis).

Primer pas del tutorial:
 El primer pas que farem en el tutorial serà construir una matriu amb hmmbuild (construirem el model de Markov) a partir de l'arxiu globins50.msf, després farem la calibració amb el hmmcalibrate (per treure desviacions) i finalment buscarem la seqüència que ens interessa amb l'hmmsearch (utilitza el HMM i busca sobre bases de dades de seqüències les relacionades). Les comandes que utilitzem són:

1) Construcció del HMM amb hmmbuild (per utilitzar HMMER i buscar homòlegs remots addicionals d'una família, primer cal construir un perfil HMM per l'alineament): 
$ hmmbuild globin.hmm globins50.msf

L'arxiu "globin.hmm" que ens surt al fer aquesta comanda és el model de Markov que necessitarem mes endavant.

2) Calibracio amb hmmcalibrate (aquest pas és opcional però fer-lo incrementara la sensibilitat de la cerca; utilitzar models no calibrats ens farà perdre molts homòlegs remots):

$ hmmcalibrate globin.hmm

3) Cerca a la base de dades de seqüències amb hmmsearch (utilitzarem el model "globin.hmm" per buscar dominis globina en la seqüència exemple "Artemia.fa"): 

$ hmmsearch globin.hmm Artemia.fa

El resultat després de fer la cerca és el següent (està dividit en tres seccions):

 Secció 1 (ens informa sobre el programa que hem corregut, sobre qué i amb quines opcions):

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:          Artemia.fa

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]

 Secció 2 (llista del ranking de seqüències amb E-values més baixos on la més significativa és la primera): Les columnes "seq-f" i "seq-t" ens indiquen l'inici i el final dels punts de l'alineament respecte la seqüència problema; les columnes "hmm-f" i "hmm-t" indiquen els punts d'inici i final respecte el model. Per defecte, totes les seqüències amb un E-value menor que 10.0 s'afegeixen en aquest output):
Scores for complete sequences (score includes all domains):

Sequence Description                                    Score    E-value  N

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

S13421   S13421 GLOBIN - BRINE SHRIMP                   347.5   2.4e-105   8

Parsed for domains:

Sequence 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  1.1e-11

S13421     7/8    1085  1234 ..     1   162 []    33.0  1.5e-11

S13421     4/8     454   607 ..     1   162 []    27.1  4.2e-11

S13421     1/8       1   139 [.     1   162 []    22.8  8.9e-11

 Secció 3: És l’'output de l'alineament. Per defecte, cada domini que apareix en la llista superior torna a sortir ara però mostrant-se tota la seqüència completa. En aquest cas només mostrem com a exemple el primer d'aquests alineaments, que és precisament l'HMM consens; els aminoàcids que es mostren al consens són els que tenen més probabilitat segons el model de Markov d'estar en aquesta posició (encara que no tenen perquè ser els aminòacids amb una puntuació més elevada). Les lletres majúscules fan referència als residus més conservats (aquells que tenen una probabilitat superior a 0.5 pels models de proteina o 0.9 pels models de DNA). La línia central mostra lletres si hi ha  coincidència exacta amb el residu de més probabilitat del HMM o el signe "+" quan el match té una puntuació positiva i és per tant considerat com a conservatiu d'acord amb la visió del HMM de la posició concreta en el model (i no la definició habitual de canvis conservatius en general). La tercera línia mostra la seqüència en sí:

Alignments of top-scoring domains:

S13421: domain 6 of 8, from 928 to 1075: score 66.8, E = 7.9e-21

                   *->vilealvnssShLSaeekalVkslWYgKVegnaeeiGaeaLgRlFvv

                      +           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

Secció 4: Aquesta secció és l'histograma per puntuació. Mostra un histograma amb la puntuació que augmenta al llarg de l'eix de les Y i el nombre de seqüències trobades al llarg de l'eix de les X): 

Histogram of all scores:

score    obs    exp  (one = represents 1 sequences)

-----    ---    ---

  343      1      0|=

Alternativa al pas 3) HMMER també permet fer cerques amb hmmsearch en bases de dades més grans sense necessitar cap base de dades especial. Per exemple, si tenim BLAST instalat al sistema és com si tinguéssim un directori on la base de dades de BLAST està guardada de manera que el HMMER pot utilitzar-la i buscar homòlegs. Això és el que fem amb la següent comanda (concretament utilitzem la base de dades Swissprot que es troba dins de BLAST): 

$ hmmsearch globin.hmm /disc9/DB/blast/swissprot > globin_sw.out 

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_GALCR  HEMOGLOBIN DELTA CHAI   334.2    2.2e-96   1

gi|6016189|sp|Q28338|HBE_CHEME  HEMOGLOBIN EPSILON CH   334.2    2.2e-96   1

gi|122671|sp|P18989|HBB_PROLO   HEMOGLOBIN BETA CHAIN   334.1    2.3e-96   1

gi|122553|sp|P18982|HBB_AILFU   HEMOGLOBIN BETA CHAIN   334.1    2.4e-96   1
Observem que els resultats al utilitzar una base de dades més gran com Swissprot (en comparació amb el fitxer "Artemia.fa") tenen valors d'E-value molt més baixos. Això és fàcilment explicable ja que en una base de dades més gran hi ha un nombre major de seqüències i disminueix el nombre de seqüències trobades a l'atzar (per això obtenim E-values molt més baixos).  

Segon pas del tutorial:
Un cop tenim construit el model HMM i hem trobat homòlegs remots, apendrem a buscar un perfil HMM en una base de dades HMM a partir d'una seqüència problema. Primer caldrà crear amb l'hmmbuild la base de dades de HMM (aquestes bases de dades són només fitxers individuals de HMM concatenats, i es poden crear tant amb l'opció -A de l'hmmbuild com concatenant fitxers HMM que ja hem construit. Tambe existeixen bases de dades de HMM fetes com PFAM, però en aquest tutorial ens interessa construir-la per apendre com fer-ho), després (haurem obtingut una petita base de dades de HMM anomenada "myhmms") analitzarem la seqüència de Drosophila "7LES_DROMES" amb hmmpfam i finalment ens baixarem la base de dades PFAM i tornarem a analitzar aquesta seqüència però sobre aquesta base de dades major:

1) Crear la nostra bases de dades de perfils HMM:

$ hmmbuild rrm.hmm rrm.slx

$ hmmbuild fn3.hmm fn3.slx

$ hmmbuild pkinase.hmm pkinase.slx

$ cat rrm.hmm fn3.hmm pkinase.hmm > myhmms

$ hmmcalibrate myhmms

o:

$ hmmbuild -A myhmms rrm.slx

$ hmmbuild -A myhmms fn3.slx

$ hmmbuild -A myhmms pkinase.slx

$ hmmcalibrate myhmms

NOTA: l'hmmcalibrate pot ser utilitzat tant en les bases de dades HMM com en HMM sols. 

2) Anàlisi de la seqüència 7LES_DROME: Un cop hem creat la petita base de dades anomenada myhmms l'utilitzarem per analitzar la seqüència de Drosophila 7LES_DROME amb el programa hmmpfam  (la seqüència quadrarà amb un perfil, que està format per un conjunt de seqüències, llavors la nostra seqüència serà homòloga al conjunt de seqüències que han format el perfil):

$ hmmpfam myhmms 7LES_DROME

Els resultats són els següents (com amb l'hmmsearch, l'output de l'hmmpfam està també dividit en seccions):

Secció 1: És la capçalera (informa sobre els paràmetres utilitzats):
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).

Secció 2: Classificació de la família de seqüències semblants a la nostra amb puntuacions més altes (les puntuacions i els E-values reflecteixen que la nostra seqüència problema conté un o més

dominis que pertànyen a diferents famílies de dominis que, en aquest cas, són pkinase, fn3 i rrm): 

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          4   1

Secció 3: És la llista de l'anàlisi dels dominis ordenada per posició a la seqüència (i no per puntuació):
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  0.00033

fn3        3/6    1292  1389 ..     1    84 []    16.2  5.3e-05

rrm        1/1    1300  1364 ..     1    72 []   -44.5        4

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

fn3        5/6    1899  1978 ..     1    84 []    14.6  0.00016

fn3        6/6    1993  2107 ..     1    84 []    19.4  5.9e-06

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

Cal que ens n'adonem de que encara que aquesta llista inclogui el domini "rrm", la seqüència 7LES_DROME no té cap domini rrm. El "hit" corresponent al domini "rrm" és insignificant (té una puntuació negativa i un E-value de 4), encara que per defecte, com al BLAST, aquests programes de cerca mostren també aquests resultats no significatius (si no volem que ens surtin aquests resultats només cal posar un límit d'E-value, com per exemple -E 0.1).

Secció 4: Mostra l'alineament de la nostra seqüència problema amb les seqüències que troba (només mostrem l'alineament de la primera seqüència trobada amb la nostra seqüència):
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  

3) Baixar la base de dades PFAM de la web i fer l'anàlisis de la seqüència 7LES_DROME: 

L'objectiu d'aquest pas és comparar els resultats de PFAM (base de dades de perfils Hidden Markov) amb els obtinguts a la petita base de dades que hem creat ("myhmms"). Per baixar-nos la base de dades PFAM fem servir la següent comanda (ens instalarà la base de dades PFAM HMM al directori /disc9/DB/pfam/Pfam):

$ setenv HMMERDB /disc9/DB/pfam/ 

Un cop ja tenim baixada la base de dades ja poden utilitzar el programa hmmpfam per comparar la nostra seqüència amb la base de dades PFAM:

$ hmmpfam Pfam 7LES_DROME > 7LES_DROME.hhmpfam 

El fitxer resultant (output "7LES_DROME.hhmpfam") és el següent (no s’inclou tota la llista sinó només les primeres seqüències):

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 repe     9.0       0.11   1

Rota_NS53       Rotavirus RNA-binding Protein 53 (NS5     0.8       0.28   1

FKBP            FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans i     2.2       0.78   1

NTR             NTR/C345C module                        -25.9       0.83   1

Vitellogenin_N  Lipoprotein amino terminal region        -0.3        1.2   1

Dihydroorotase  Dihydroorotase-like                    -203.1        1.2   1

Hanta_G2        Hantavirus glycoprotein G2               -0.8        1.6   1

Rhabd_glycop    Rhabdovirus spike glycoprotein           -0.7        1.7   1

UPF0102         Uncharacterised protein family UPF010   -42.3        1.9   1

Hist_deacetyl   Histone deacetylase family               -0.1        2.2   1

KE2             KE2 family protein                      -57.4        2.4   1

Polyoma_coat2   Polyomavirus coat protein                -0.9        2.7   1

Peptidase_M8    Leishmanolysin                           -2.1        2.9   1

R3H             R3H domain                              -10.3          3   1

PA_phosphat_N   Purple acid phosphatase, N-terminal i   -45.7        3.8   1

Observem que ara ens surten molts més resultats que al fer la cerca de la seqüència 7LES_DROME en la nostra base de dades "myhmms", cosa que s'explica ja que la base de dades PFAM conté tots els perfils de HMM mentre la base "myhmms" només en conté tres (els que nosaltres hem introduït: rrm, pkinase i fn3).

Tercer pas del tutorial: 

Un altre ús del perfil HMMs és crear alineaments múltiples d'un gran nombre de seqüències amb el programa hmmalign (és com si utilitzéssim el CLUSTALW però així fem l’alineament molt més ràpid). Un perfil de HMM pot ser construït a partir d'un alineament de poques seqüències i ser utilitzat eficientment per alinear un nombre addicional de seqüències (així és com la base de dades PFAM s'actualitza a mesura que la base de dades SPTREMBL creix).

A continuació mostrem, com a exemple de l'ús del programa hmmalign, com alinear les seqüències de 630 globines (fitxer "globins630) amb el nostre model de globina creat amb 50 globines (fitxer "globin.hmm") i crear un nou alineament anomenat "globins630.ali":

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

El resultat és el següent (no s'inclou tot l'alineament sinó només una mostra de les primeres seqüències): 

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

BAHG_VITSP        ...................................M------..-----L

GLB1_ANABR        .................................psV-----Q..GAAAQL

GLB1_ARTSX        ............................ervdpitG------..-----L

GLB1_CALSO        ...................................V------..------

GLB1_CHITH        ..................................gP------..------

GLB1_GLYDI        ...................................G------..-----L

GLB1_LUMTE        ..........................eclvteglkV------..------

GLB1_MORMR        ...................................PIVD--S..GSVSPL

GLB1_PARCH        .........................ggtlaiqshgD------..-----L

GLB1_PETMA        ...................................PIVD--S..GSVPAL

GLB1_PHESE        dcntlkrfkvkhqwqqvfsgehhrtefslhfwkefL------..----H-

GLB1_SCAIN        .................................psV-----Y..DAAAQL

GLB1_TYLHE        .........................tdcgilqrikV------..------

GLB2_ANATR        .................................psV-QD---..-AAAQL

GLB2_CALSO        ...................................V------..------

GLB2_CHITH        ..................................aP------..-----L

GLB2_LUMTE        ..............................kkqcgV------..------

Comparació dels resultats de PSI-BLAST amb els de HMM:

Primer presentem els resultats de PSI-BLAST de la pràctica 3 part 1 i després els de HMM obtinguts a la pràctica 3 part 2 (no s’inclouen les llistes completes de resultats sinó només una mostra de les primeres seqüències trobades):

- Resultats de PSI-BLAST (resultat de la segona iteració de la cerca sobre Swissprot amb la matriu creada a la primera iteració):

 Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain D                        259  5e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain B                        259  9e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1faw.ent Chain D                        259  9e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a4f.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1c40.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain B                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain D                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain F                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hv4.ent Chain H                        258  1e-69

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        253  5e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        253  5e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1hbr.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3d.ent Chain A                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3d.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3e.ent Chain A                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1i3e.ent Chain B                        252  7e-68

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        252  1e-67

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        252  1e-67

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B                        249  5e-67

- Resultats de HMM (utilitzem "hmmsearch" i fem una cerca sobre Swissprot amb el nostre model de globina):

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_GALCR  HEMOGLOBIN DELTA CHAI   334.2    2.2e-96   1

gi|6016189|sp|Q28338|HBE_CHEME  HEMOGLOBIN EPSILON CH   334.2    2.2e-96   1

gi|122671|sp|P18989|HBB_PROLO   HEMOGLOBIN BETA CHAIN   334.1    2.3e-96   1

gi|122553|sp|P18982|HBB_AILFU   HEMOGLOBIN BETA CHAIN   334.1    2.4e-96   1

Analitzant ambdós resultats, observem com amb HMM els E-values que obtenim són molt més baixos que fent la cerca amb PSI-BLAST. Tot i així, encara que a priori podríem deduir que amb HMM els resultats obtinguts són més bons que amb PSI-BLAST ja que el nombre de seqüències trobades per atzar és menor, no podem assegurar-ho amb aquests resultats ja que els perfils utilitzats en ambdós casos són diferents ("hbb_tarsy.bls1" en PSI-BLAST i "globin.hmm" en HMMER). De totes maneres, com hem dit a la introducció dels models ocults de Markov, HMM és una eina per millorar les limitacions de BLAST i PSI-BLAST, de manera que és lògic que els resultats obtinguts amb HMM siguin millors.  

PRÀCTICA 4: XAM I STAMP

PART 1: Fer servir XAM per calcular l’RMSD:

L’objectiu d’aquesta pràctica és utilitzar el programa XAM per superposar estructures (concretament en aquesta pràctica superposarem hèlixs).

Quan volem superposar dues estructures és necessari fer un moviment de rotació i un de translació. El programa XAM identifica els residus que volem superposar en forma de vectors en ambdues estructures i troba la mínima distància entre ells mitjançant una fórmula matemàtica (el resultat d’aquesta operació l’anomenem “Root Mean Square Deviation” o RMSD i el XAM l’ha de minimitzar per trobar la millor superposició entre estructures). 

En aquesta pràctica, com hem dit abans, l’objectiu serà superposar 4 hèlixs alfa diferents fins trobar el millor (el més baix) RMSD. Per fer-ho, provarem gradualment la superposició de diferents fragments d’aquestes hèlixs i ens quedarem amb la superposició que ens doni un RMSD prou baix però amb el màxim de residus possibles (en una proteïna l’RMSD és bó per sota de 2 amstrongs i si la proteïna té molts residus pot ser que la superposició sigui bona si obtenim valors de 2 a 4 amstrongs; en un pèptid l’RMSD ha de ser molt més estricte i només serà molt bó per sota de 0’5 amstrongs aproximadament i no gaire acceptable per sobre d’1 amstrong).  Si obrim els PDBs de les 4 hèlixs a superposar amb un fitxer de text, observarem que l’hèlix 1 té 23 residus, l’hèlix 2 en té 18 i l’hèlix 3 i 4 tenen ambdues 14 residus (també obrirem els PDBs amb el Rasmol per visualitzar les hèlixs):

helix 1: 23 residus, de l'1 al 23

helix 2: 18 residus, que van del 37 al 54

helix 3: 14 residus, que van de l'1 al 14

helix 4: 14 residus, que van de l'1 al 14
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Observem que les hèlixs 3 i 4 són força semblants i que difereixen una mica de la 2. L’hèlix 1 és la més diferent de totes sobretot als extrems (per aquest motiu quan fem la superposició amb les altres hèlixs intentarem superposar la part central de l’hèlix 1, doncs és la que té més semblances amb les altres). 

A partir de l’observació de les hèlixs, i després de concloure que la 3 i la 4 són les més semblants i tenen el mateix tamany, intentem superposar aquestes dues hèlixs. Per fer-ho, executem el programa XAM ($ /disc9/Superposition/xam/xam) i responem de la següent manera a les preguntes que ens formula sobre la nostra estructura:

· Nom de sortida: output_3_4 (superposo les hèlixs 3 i 4)
· Introduir les estructures en una llista?: no (ja que introduiré les estructures per separat ja que després hauré d’afegir les altres hèlixs i m’és més còmode)
· Introduir les estructures a superposar per separat i en format PDB: hèlix1.pdb <ENTER> helix2.pdb <ENTER>

· Les estructures són la mateixa?: yes (això m’ho pregunta ja que el programa detecta que les estructures tenen els mateixos residus; com jo només vull superposar les cadenes principals i no les laterals les puc considerar iguals)
· Quina opció vols utilitzar del programa XAM (RMSD, superfície accessible...): 1 (és fer l’RMSD)

· Quins àtoms vols utilitzar?: <ENTER>

· La teva estructura és un ciclopèptid? <ENTER> (no ho és)
· Nom de l’output amb el PDB de les estructures superposades?: <ENTER> (això vol dir que no el vull, ja que si el demano el programa assumirà que només vull aquest fitxer i no els fitxers calculats de l’RMSD. Així doncs, quan acabi aquesta ronda hauré de tornar a començar i posar un nom a l’estructura superposada). 
· Indicar el primer i l’últim residu de la molècula 1 i 2: 1 14  <ENTER> 1 14  <ENTER> (el número de residus que superposo han de ser iguals a totes les estructures, sinó el programa donarà error).
En aquest moment el programa s’executa i només cal tornar a fer una altra volta indicant, ara sí, un nom per la superposició i que ho guardi en format Bpdb (opció 4) ja que si escollís el format PDB no podría visualitzar els diferents cadenes superposades en colors. Finalment premem l’opció 0 per sortir del programa i visualitzem els fitxers:

# helix3.pdb                                                  

# helix4.pdb                                                  

# === XAM --> Examine Structures ===========

# ============== BESTFT ====================

#

#   

#   

#   RMSD table

#   

#         1    2

#  1        0.46 

#  2  0.00       

#

#  Backbone atoms are         :  N    CA   C    P    O5'  C5'  C4'  C3'  O3' 

#

#  residues considered        :     1.. 14

#

#  num. of residues considered:    14  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.46 +/- 0.00 A  (0.46..0.46 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

Aquest fitxer (resultat de RMSD) mostra en primer lloc el nom de les estructures que he fet servir per a la superposició, la taula RMSD (on el triangle superior es refereix a la cadena principal i l’inferior a les laterals), els àtoms considerats com de la cadena principal (són els que he utilitzat per fer la superposició), el % de residus superposats respecte els de tota la molècula i la mitja d’RMSD tant dels àtoms de la cadena principal com dels pesats. El que a nosaltres ens interessa d’aquest fitxer de sortida és el valor d’RMSD de la cadena principal, que en el nostre cas és 0’46 amstrongs (és un valor prou bó).

L’altre fitxer que obtenim és el de la superposició (en aquest cas de les hèlixs 3 i 4). Si el visualitzem amb Rasmol veiem com en “Display backbone” les cadenes principals són molt semblants i més diferents en “Display sticks”, tot i que això no ens preocupa ja que fem la superposició basant-nos en les cadenes principals: 
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Un cop superposades les hèlixs 3 i 4 afegeixo l’hèlix 2 (és la que s’assembla més). Com aquesta hèlix no té 14 residus com les altres sinó 18 (i numerats del 37 al 54) provem la superposició amb els 14 residus primers (del 37 al 50) i els  14 últims (del 41 al 54) de l’hèlix 2 i els 14 residus de les hèlixs 3 i 4 (es mostren els resultats de l’RMSD):


 RMSD table

#   

#         1    2    3

#  1        0.67 0.76 

#  2  0.00       0.46 

#  3  0.00 0.00       


RMSD table

#   

#         1    2    3

#  1        0.54 0.42 

#  2  0.00       0.46 

#  3  0.00 0.00    

Els resultats de la primera superposició no són gaire bons (estan per sobre de 0’5 amstrongs al superposar l’hèlix 2 amb les altres) però els de la segona superposició sí que ho són (menors o molt propers a 0’5 amstrongs). De moment, doncs, dono com a bona la superposició dels residus 41-54 de l’hèlix 2 amb les hèlixs 3 i 4, encara que al superposar l’hèlix 1 que és la més diferent segurament haurem de disminuir el número de residus a superposar.    

Seguidament afegeixo l’hèlix 1 a la superposició perquè és la més diferent (té 23 residus). Com hem observat que ens els extrems aquesta hèlix feia una mica corba (no coincidia amb la forma de les altres hèlixs) i no podem agafar els 23 residus ja que les hèlixs 3 i 4 només en tenen 14, agafem els residus centrals per trobar la millor superposició possible. Primer, però, provem amb dues voltes (7 residus) per fer una primera aproximació ja que, potser, superposar amb més residus dóna un valor d’RMSD massa gran. Així doncs agafem:

helix 1: residus 7 - 14

helix 2: residus 37 - 44

helix 3: residus 1 - 8

helix 4: residus 1 - 8
Els resultats d’aquesta superposició són uns resultats força bons com mostrem a continuació però hem agafat un nombre massa baix de residus:

 RMSD table

#   

#         1    2    3    4

#  1        0.29 0.29 0.26 

#  2  0.00       0.29 0.26 

#  3  0.00 0.00       0.31 

#  4  0.00 0.00 0.00       


A continuació tornem a fer la superposició de totes les hèlixs agafant 14 residus (2 voltes):

helix 1: residus 7 - 20

helix 2: residus 37 - 50

helix 3: residus 1 - 14

helix 4: residus 1 – 14
Els resultats ara, però, sobrepassen els 0’5 amstrongs en la majoria dels casos potser perquè hem agafat massa residus:
 RMSD table

#   

#         1    2    3    4

#  1        0.72 0.65 0.50 

#  2  0.00       0.54 0.42 

#  3  0.00 0.00       0.46 

#  4  0.00 0.00 0.00       

Finalment decidim provar amb 12 residus i comparar els resultats amb els anteriors. D’aquesta manera ara superposem:

helix 1: residus 7 - 18

helix 2: residus 37 - 48

helix 3: residus 1 - 12

helix 4: residus 1 - 12

I obtenim els resultats següents:

 RMSD table

#

#         1    2    3    4

#  1        0.49 0.31 0.35 

#  2  0.00       0.47 0.36 

#  3  0.00 0.00       0.33 

#  4  0.00 0.00 0.00       
Observem com ara sí que tinc uns valors inferiors a 0’5 amstrongs. Així, aquesta és la millor superposició que he trobat amb un número prou bó de residus, de manera que ens quedem amb aquesta i mostrem la imatge corresponent del Rasmol:
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PART 2: Fes servir STAMP per obtenir un alineament múltiple de estructures:

STAMP és un programa utilitzat per fer l’alineament de seqüències proteiques basades en estructures 3D. El programa no només proporciona alineaments múltiples i les millors superposicions corresponents sinó que també proporciona un mètode sistemàtic i reproduïble per determinar la qualitat d’aquests alineaments. Cal tenir en compte que encara que l’STAMP produeixi com a output un alineament de seqüències, és un programa per estructures 3D i no per seqüències, així que no es podrà utilitzar si pretenem fer un alineament múltiple de seqüències de les quals no es sap la seva estructura tridimensional (a més, perquè el programa STAMP treballi correctament i no sorgeixin complicacions les seqüències proteiques que volem superposar han de tenir un mínim de similaritat). 

L’objectiu d’aquesta pràctica és aprendre a utilitzar el programa STAMP, i per fer-ho agafarem un arxiu empaquetat anomenat “globin.tar” (el desempaquetarem amb la comanda: tar xvf globin.tar) que conté els PDBs de sis globines  que utilitzarem per fer aquesta pràctica.

El primer que cal fer per crear un alineament de les sis globines de l’exemple és crear un fitxer de text que anomenarem “globin.domains” i que contindrà el nom del fitxer de les proteïnes (primera columna), el nom que coneixem de la proteïna (segona columna) i finalment si volem agafar tota la proteïna o només una cadena (última columna):

./1ecd.pdb 1ecd {ALL}

./2hhba.pdb 2hhba {chain A}

./2hhbb.pdb 2hhbb {chain B}

./1lh1.pdb 1lh1 {ALL}

./2lhb.pdb 2lhb {ALL}

./4mbn.pdb 4mbn {ALL}
Un cop tenim aquest fitxer crearem variables d’entorn (treballem amb “tcsh” al shell) fent “source /disc9/cshrc” i executarem la següent comanda:

$ stamp –l globin.domains –rough –n 2 –prefix globin 

(on –l fa referència al fitxer “.domain” d’inici, -n pot ser 1 o 2 i -prefix és el fitxer del prefix de sortida).
L’STAMP, com hem dit abans, farà un alineament múltiple (el fitxer “globin.1” alinea les dues estructures que més s’assemblen, el “globin.2” inclou la tercera seqüència que s’assembla més i fa l’alineament i així fins arribar a l’últim fitxer creat que conté l’alineament final). En aquest cas, el fitxer “globin.5” és el que conté les nostres 6 globines alineades. Aquest fitxer el podem veure amb un editor de text qualsevol, però és molt més gràfic i entenedor visualitzar-ho amb CLUSTALW, de manera que utilitzem la següent comanda per transformar el fitxer “globin.5” en un fitxer de Clustalw:

$ aconvertMod2.pl –in b –out c < globin.5 

El resultat de l’STAMP amb les sis globines com exemple visualitzat amb Clustalw és el següent (els interrogants surten ja que es refereixen a l’estructura secundària i aquesta només sortiria si haguéssim treballat amb una base de dades d’estructures secundàries, que no és el cas):

1lh1        --------GALTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKDLFSFLKGTSE

2lhb        PIVDTGSVAPLSAAEKTKIRSAWAPVYSTYETSGVDILVKFFTSTPAAQEFFPKFKGLTT

1ecd        ----------LSADQISTVQASFDKV--K-G-DPVGILYAVFKADPSIMAKFTQFAG-KD

4mbn        ---------VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKT

2hhba       ---------VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-D---

2hhbb       --------VHLTPEEKSAVTALWG-KV-NVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLST

space       ------------------------------------------------------------

1lh1_dssp   --------????????????????????????????????????????????????????

2lhb_dssp   ????????????????????????????????????????????????????????????

1ecd_dssp   ----------????????????????--?-?-?????????????????????????-??

4mbn_dssp   ---------???????????????????????????????????????????????????

2hhba_dssp  ---------??????????????????????????????????????????????-?---

2hhbb_dssp  --------????????????????-??-????????????????????????????????

1lh1        --VPQNNPELQAHAGKVFKLVYEAAIQLEVTG-VVVTDATLKNLGSV-HVSKGVADAHFP

2lhb        ADELKKSADVRWHAERIINAVDDAVAS-MD-DTEKMS-MKLRNLSGKHAKSFQVDPEYFK

1ecd        LESIKGTAPFETHANRIVGFFSKIIGE-LP----NIE-ADVNTFVASH-KPRGVTHDQLN

4mbn        EAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKK-KG----HHE-AELKPLAQSHATKHKIPIKYLE

2hhba       --LSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAH-VD----DMP-NALSALSDLHAHKLRVDPVNFK

2hhbb       PDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAH-LD----NLK-GTFATLSELHCDKLHVDPENFR

space       ------------------------------------------------------------

1lh1_dssp   --??????????????????????????????-??????????????-????????????

2lhb_dssp   ???????????????????????????-??-??????-??????????????????????

1ecd_dssp   ???????????????????????????-??----???-??????????-???????????

4mbn_dssp   ???????????????????????????-??----???-??????????????????????

2hhba_dssp  --?????????????????????????-??----???-??????????????????????

2hhbb_dssp  ???????????????????????????-??----???-??????????????????????

1lh1        VVKEAILKTIKEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKK---EMDDAA--

2lhb        VLAAVIADTV------A-A--GDAGFEKLMSMICILLRS---AY------

1ecd        NFRAGFVSYMKAH-T-DF-AGAEAAWGATLDTFFGMIFS---KM------

4mbn        FISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKEL--GYQG

2hhba       LLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSK---Y--R---

2hhbb       LLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHK---Y--H---

space       --------------------------------------------------

1lh1_dssp   ???????????????????????????????????????---??????--

2lhb_dssp   ??????????------?-?--??????????????????---??------

1ecd_dssp   ?????????????-?-??-????????????????????---??------

4mbn_dssp   ????????????????????????????????????????????--????

2hhba_dssp  ????????????????????????????????????????---?--?---

2hhbb_dssp  ????????????????????????????????????????---?--?---

D’altra banda, també podem transformar el fitxer “globin.5” en un PDB que podrà ser visualitzat amb Rasmol ($ rasmol globin.5.pdb). Així aconseguirem veure en tres dimensions la superposició de, en aquest cas, les sis globines problema (veurem la superposició estructural i no la de seqüència com obtenim amb el Clustalw):
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  Observem en aquesta imatge com hi ha zones on les sis globines difereixen en la seva estructura però no tantes com observàvem en l’alineament de seqüència visualitzat amb el programa Clustalw. Això és degut a que l’alineament estructural està molt més conservat que el de seqüència (com els aminoàcids estan més conservats que el DNA). Així doncs, gràcies al programa STAMP, podem visualitzar aquestes semblances i diferències estructurals i de seqüència que ens seran molt útils per fer estudis d’homologia i de conservació al llarg de l’evolució. 

PRACTICA 5: Construcció de models

La majoria de les proteïnes tenen plegaments nadius característics. En condicions fisiològiques l’estructura nativa es forma espontàniament. El plegament estructural d’una proteïna està en funció de la seva seqüència aminoacídica (defineix la identitat molecular de la proteïna) i del seu ambient natural. L’estudi del paper biològic, del mecanisme molecular, de la catàlisis, de les interaccions moleculars, de la unió a diferents molècules efectores i de moltes altres característiques importants de les proteïnes requereix un coneixement de la seva estructura tridimensional. 

En general, calcular el plegaments nadius de les proteïnes a partir de seqüències aminoacídiques és força difícil i sovint s’ha de recórrer a anàlisis per raigs X i/o espectroscopia NMR. Tot i així, aquestes tècniques són molt complexes i fallen sovint per problemes experimentals (mida de la proteïna, etc), i és llavors quan l’única possibilitat que queda és intentar construir un model (el modelat per homologia ha donat resultats força bons). En aquesta pràctica ho intentarem fer a partir d’una proteïna problema anomenada P11018 de la qual volem esbrinar l’estructura per homologia.

D’altra banda, un cop tinguem el model, se’ns plantejarà un altre problema: l’estructura és correcta? Falten algunes parts?... i aquestes preguntes les haurem de respondre mitjançant diferents programes com el DSSP, el PROSA II, el PSI-PRED o el PROCHECK (ho veurem després de fer el modelat). 

PART 1: Alineament amb CLUSTALW:

L'objectiu d'aquesta pràctica és obtenir un alineament de CLUSTALW de la seqüència problema (P11018) i els seus homòlegs (trobats amb PSI-BLAST) que, a la part 3, recuperarem per construir dos models amb el programa Modeller:

1) Busquem la seqüència P11018 a Genbank.

2) Fem PSI-BLAST amb la nostra seqüència sobre la base de dades Swissprot en la primera ronda i sobre PDB a la segona. El motiu d’utilitzar el PSI-BLAST i no el BLAST és que el primer permet trobar més homòlegs remots (ja ho hem explicat a la pràctica corresponent) i la raó de fer la cerca primer sobre Swissprot i després sobre PDB és que Swissprot conté moltes més seqüències que PDB, de manera que així en la primera iteració no ens perdrem cap seqüència i al fer la segona només ens quedarem amb aquelles seqüències de les que tenim informació estructural (els resultats que es mostren només són les primeres seqüències de l’output):

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i P11018 –j 2 –d /disc9/DB/blast/swissprot –C matriuP11018.bls1 –o outP11018.out
                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

sp|P11018|ISP1_BACSU MAJOR INTRACELLULAR SERINE PROTEASE (ISP-1)      607  e-173

sp|P29139|ISP_PAEPO INTRACELLULAR SERINE PROTEASE                     379  e-105

sp|P29140|ISP_BACCS INTRACELLULAR ALKALINE PROTEASE                   300  3e-81

sp|P04189|SUBT_BACSU SUBTILISIN E PRECURSOR                           210  4e-54

sp|P35835|SUBN_BACNA SUBTILISIN NAT PRECURSOR                         209  6e-54

sp|P07518|SUBT_BACPU SUBTILISIN (ALKALINE MESENTERICOPEPTIDASE)       209  6e-54

sp|P00783|SUBT_BACSA SUBTILISIN AMYLOSACCHARITICUS PRECURSOR          205  8e-53

sp|P29142|SUBT_BACST SUBTILISIN J PRECURSOR                           205  8e-53

sp|P00782|SUBT_BACAM SUBTILISIN BPN' PRECURSOR (SUBTILISIN NOVO)...   200  4e-51

sp|P00781|SUBT_BACSD SUBTILISIN                                       196  4e-50

sp|P00780|SUBT_BACLI SUBTILISIN CARLSBERG PRECURSOR                   189  6e-48

sp|P29599|SUBB_BACLE SUBTILISIN BL (ALKALINE PROTEASE)                169  6e-42

sp|P29600|SUBS_BACLE SUBTILISIN SAVINASE (ALKALINE PROTEASE)          164  2e-40

sp|P41362|ELYA_BACCS ALKALINE PROTEASE PRECURSOR                      164  2e-40

sp|P27693|ELYA_BACAO ALKALINE PROTEASE PRECURSOR                      164  2e-40

sp|P16396|SUBE_BACSU MINOR EXTRACELLULAR PROTEASE EPR PRECURSOR       163  4e-40

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i P11018 –R matriuP11018.bls1 –C matriuP11018.bls2 –j 2 –o outP11018.out2 –d /disc9/DB/blast/pdb

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1scj.ent Chain A                        298  4e-81

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s01.ent Chain                          285  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbi.ent Chain                          285  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbh.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yja.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjb.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjc.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aqn.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1au9.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bh6.ent Chain A                        285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ak9.ent Chain                          284  4e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1c9m.ent Chain A                        282  2e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2sni.ent Chain E                        282  2e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ah2.ent Chain                          280  5e-76

3) Triem dues seqüències de l’output de la primera iteració (sobre Swissprot) i dues de l’output de la segona (sobre PDB): pdb1scj.ent, pdb1aqn.ent, P29139 i P29140 (escollim aquestes seqüències tenint en compte que no han de ser exactament iguals ja que sinó no té sentit fer l’alineament).

4) Introduïm totes les seqüències en un fitxer juntament amb la seqüència problema i fem l’alineament múltiple amb CLUSTALW: 

$ /disc9/CLUSTALW/clustalw
PART 2: Alineament d’estructures i de HMM:

En aquesta pràctica continuarem treballant amb la seqüència P11018 però ara farem primer un alineament d’estructures amb el programa STAMP (vist a la pràctica 4) per crear un perfil amb el programa hmmbuild que serà utilitzat per fer un alineament múltiple amb hmmalign (vist a la pràctica 3): 
1) Creem un alineament estructural mitjançant STAMP: Per fer el perfil ens cal utilitzar no només dos PDBs com fèiem per fer l’alineament amb Clustalw sinó que cal afegir-ne algun més per intentar cobrir tots els gaps però triant alhora seqüències que no siguin molt semblants perquè l’STAMP necessita que no hagi gaires gaps i que l’identitat de les seqüències sigui aproximadament d’un 60% entre elles (si no ho fem així el model no sortirà bé). Seguint aquests dos criteris d’elecció dels PDBs per fer l’alineament mirem de nou la sortida del PSI-BLAST sobre PDB de la part anterior i, després de mirar molts dels PDBs resultants, decidim afegir quatre seqüències que compleixen els requisits als dos PDBs anteriors, de manera que finalment les seqüències que utilitzarem per fer l’alineament són:  pdb1scn, pdb1bh6, pdb1gns, pdb1aq2, pdb1scj i pdb1aqn. 

Arribat aquest punt, vaig decidir tornar a fer el Clustalw de la “part 1” d’aquesta pràctica incloent aquests quatre PDBs nous i mantenint els dos d’abans i les dues seqüències de Swissprot per intentar que els models finals sortissin més bé. El resultat d’aquest nou Clustalw (és el que recuperarem després per fer els models) es mostra a continuació:

gi|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

gi|P29140|      -MRKFRLIPYKQVDKVSALSEVPMGVEIVEAPAVWKASAKGAGQIIGVIDTGCQVDHPDL

gi|P29139|      MERKVHIIPYQVIKQEQQVNEIPRGVEMIQAPAVWNQTR-GRGVKVAVLDTGCDADHPDL

gi|pdb|1SC      ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

gi|pdb|1AQ      ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1BH6_A_SUB      ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

1SCN_E_SUB      ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

gi|pdb|1A2      ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1GNS_A_SUB      ---------------------GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPAL

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

gi|P11018|      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

gi|P29140|      AERIIGGVNLTTDYGGVETNFSDNNGHGTHVAGTVAAAETGSGVVGVAPKADLFIIKALS

gi|P29139|      KARIIGGRNFTDDDEGDPEIFKDYNGHGTHVAGTIAATENENGVVGVAPEADLLIIKVLN

gi|pdb|1SC      N--VRGGASFVPSETN---PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

gi|pdb|1AQ      K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

1BH6_A_SUB      K--VVGGASFVSGES----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLN

1SCN_E_SUB      N--VVGGASFVAGEA----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLN

gi|pdb|1A2      K--VAGGASMVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

1GNS_A_SUB      K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAG---------TVLAVAPSASLYAVKVLG

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

gi|P11018|      GENGSGQYEWIINGINYAVEQK------VDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVV

gi|P29140|      -GDGSGEMGWIAKAIRYAVDWRGPKGEQMRIITMSLGGPTDSEELHDAVKYAVSNNVSVV

gi|P29139|      -KQGSGQYDWIIQGIYYAIEQK------VDIISMSLGGPEDVPELHEAVKKAVASQILVM

gi|pdb|1SC      -STGSGQYSWIINGIEWAISNN------MDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVA

gi|pdb|1AQ      -ADGSGQYSWIINGIEWAIANN------MDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVV

1BH6_A_SUB      -SSGSGSYSAIVSGIEWATQNG------LDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVV

1SCN_E_SUB      -SSGSGSYSGIVSGIEWATTNG------MDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVV

gi|pdb|1A2      -ADGSGQYSWIINGIEWAIANN------MDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVV

1GNS_A_SUB      -ADGSGQYSWIINGIEWAIANN------MDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVV

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

gi|P11018|      CAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTL

gi|P29140|      CAAGNEGDGREDTNEFAYPAAYNEVIAVGAVDFDLRLSDFPNTNEEIDIVAPGVGIKSTY

gi|P29139|      CAAGNEGDGDDRTDELGYPGCYNEVISVGAINFDRHASEFSNSNNEVDLVAPGEDILSTV

gi|pdb|1SC      AAAGNEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTL

gi|pdb|1AQ      AAAGNEGTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTL

1BH6_A_SUB      AAAGNSGNSGS-QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTY

1SCN_E_SUB      AAAGNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTY

gi|pdb|1A2      AAAGNEGTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTL

1GNS_A_SUB      AAAGNEGTSGS-SSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTL

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

gi|P11018|      PNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLA

gi|P29140|      LDSGYAELSGTSMAAPHVAGALALIINLAKDAFKRTLSETEICAQLVRRATPIGFTAQDK

gi|P29139|      PGGKYATFSGTSMATPHVAGALALIKQLANASFERDLTEPELYAQLIKRTIPLGNSPKME

gi|pdb|1SC      PGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHP-----TWTNAQVRDRLESTATYLG-NSFYY

gi|pdb|1AQ      PGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHP-----NWTNTQVRSSLENTTTKLG-DSFYY

1BH6_A_SUB      PSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYP-----TLSASQVRNRLSSTATNLG-DSFYY

1SCN_E_SUB      PTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHP-----NLSASQVRNRLSSTATYLG-SSFYY

gi|pdb|1A2      PGNKYGAYSGTXMASPHVAGAAALILSKHP-----NWTNTQVRSSLENTTTKLG-DSFYY

1GNS_A_SUB      PGNKYGAKSGTXMASPHVAGAAALILSKHP-----NWTNTQVRSSLENTTTKLG-DSFYY

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

gi|P11018|      GNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL---------

gi|P29140|      GNGFLTLGLVERITGQFTEKGKK-----------

gi|P29139|      GNGLLYLTAVEELSRIFDTQRVAGILSTASLKVK

gi|pdb|1SC      GKGLINVQAAAQ----------------------

gi|pdb|1AQ      GKGLINVQAAAQ----------------------

1BH6_A_SUB      GKGLINVEAAAQ----------------------

1SCN_E_SUB      GKGLINVEAAAQAP--------------------

gi|pdb|1A2      GKGLINVQAAAQ----------------------

1GNS_A_SUB      GKGLINVEAAAQ----------------------

                * * . .
Seguint amb l’alineament estructural, i a partir dels sis PDBs escollits, creem un fitxer anomenat “practica5.domain” que conté la informació de tots els PDBs i que, com ja vam dir a la pràctica 4, és necessari per fer l’STAMP:


./1A2Q.pdb 1a2q {ALL}

./1AQN.pdb 1aqn {ALL}

./1BH6.pdb 1bh6 {ALL}

./1GNS.pdb 1gns {ALL}

./1SCJ.pdb 1scja {chain A}

./1SCN.pdb 1scne {chain E}
Cal adonar-se’n de que en aquest fitxer no s’inclou la seqüència problema, cosa que s’explica perquè el nostre objectiu és trobar l’estructura d’aquesta seqüència problema (que és desconeguda) a partir de les estructures conegudes d’altres proteïnes semblants (en aquest cas els PDBs que hem escollit). Així doncs, un cop creat aquest fitxer,  ja podem córrer l’STAMP i convertir l’alineament en un fitxer de Clustalw:

$ stamp –l practica5.domain –rough –n 2 –prefix substilisin

$ aconvertMod2.pl –in b –out c < substilisin.5

2) Creem un perfil a partir de l’alineament anterior (on cal esborrar els interrogants que surten a causa de la desconeixença de l’estructura secundària per falta d’una base de dades d’estructures secundàries) amb hmmbuild i fem un alineament amb hmmalign: 

$ hmmbuild substi.hmm substilisin.alineament

$ PDBtoSplitChain.pl –i 1AQN.pdb –o 1aqn (separem per cadenes i reparem tots els PDBs, 

  obtenim els fitxers en format FASTA i     

  utilitzem les cadenes que ens interessen 

  de cadascún)

A continuació cal posar en una llista (per exemple al fitxer “substilisin.llista”) tots els PDBs en format FASTA que hem generat amb el PDBtoSplitChain juntament amb la seqüència problema. Un cop generat aquest fitxer ja puc utilitzar el progrma hmmalign per fer l’alineament múltiple a partir del perfil creat amb hmmbuild (“substi.hmm”):

$ hmmalign –o HMM.aln substi.hmm substilisina.llista

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

#=GS gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU AC    Major intracellular serine protease (ISP-1)

1scnE                                  ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLD

1bh6A                                  ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIID

1gns                                   ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVID

1a2q                                   ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVID

1gnsA                                  ..................---GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

1scjA                                  ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

1aqn                                   ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVID

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

#=GC RF                                ..................xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

1scnE                                  TGIQASHPDLN..VVGGASFVA...G-EAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDN

1bh6A                                  TGIASSHTDLK..VVGGASFVS...G-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALDN

1gns                                   SGIDSSHPDLK..VAGGASMVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNN

1a2q                                   SGIDSSHPDLK..VAGGASMVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNN

1gnsA                                  SGIDSSHPALK..VAGGASFVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTV-----

1scjA                                  SGIDSSHPDLN..VRGGASFVP...SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNN

1aqn                                   SGIDSSHPDLK..VAGGASFVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNN

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        TGCDTSHPDLKnqIIGGKNFTDddgGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDS

#=GC RF                                xxxxxxxxxxx..xxxxxxxxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

1scnE                                  TTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSS.GSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSL

1bh6A                                  TTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSS.GSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSL

1gns                                   SIGVLGVAPCASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1a2q                                   SIGVLGVAPCASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1gnsA                                  ----LAVAPSASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1scjA                                  SIGVLGVSPSASLYAVKVLDST.GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSL

1aqn                                   SIGVLGVAPCASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        NGGIAGVAPEASLLIVKVLGGEnGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSL

#=GC RF                                xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

1scnE                                  GGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS.TNTIGYPAKYDSVI

1bh6A                                  GGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGS.QNTIGYPAKYDSVI

1gns                                   GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

1a2q                                   GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

1gnsA                                  GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPGKYPSVI

1scjA                                  GGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGS.TSTVGYPAKYPSTI

1aqn                                   GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        GGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDErTEELSYPAAYNEVI

#=GC RF                                xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxx

1scnE                                  AVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASP

1bh6A                                  AVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASP

1gns                                   AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYSG-TMASP

1a2q                                   AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYSG-TMASP

1gnsA                                  AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYGAKSG-TMASP

1scjA                                  AVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATP

1aqn                                   AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASP

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        AVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAP

#=GC RF                                xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

1scnE                                  HVAGAAALILSKHPN.....LSASQVRNRLSSTATYL..GSS.FYYGKGL

1bh6A                                  HVAGAAALILSKYPT.....LSASQVRNRLSSTATNL..GDS.FYYGKGL

1gns                                   HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKLlgGDS.FYYGKGL

1a2q                                   HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKLlgGDS.FYYGKGL

1gnsA                                  HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKL..GDS.FYYGKGL

1scjA                                  HVAGAAALILSKHPT.....WTNAQVRDRLESTATYL..GNS.FYYGKGL

1aqn                                   HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKLlgGDS.FYYGKGL

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        HVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPL..DIAkTLAGNGF

#=GC RF                                xxxxxxxxxxxxxxx.....xxxxxxxxxxxxxxxxx..xxx.xxxxxxx

1scnE                                  INVEAAAQ.............

1bh6A                                  INVEAAAQ.............

1gns                                   INVQAAAQ.............

1a2q                                   INVQAAAQ.............

1gnsA                                  INVEAAAQ.............

1scjA                                  INVQAAAQ.............

1aqn                                   INVQAAAQ.............

gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU        LYLTAPDElaekaeqshlltl

#=GC RF                                xxxxxxxx.............

//

Al final de les dues primeres parts d’aquesta pràctica ja tenim dos alineaments: un procedent de CLUSTALW i l’altre de HMM. Amb aquests alineaments (on cal treure els “|” i posar el nom de les seqüències com el tenim al PDB), a la part 3 que ve a continuació, construirem un model amb el programa “Modeller”.

PART 3: Construcció de models amb el programa MODELLER:
El programa MODELLER serveix per fer models de proteïnes gràcies a la satisfacció de restriccions espacials (l’input del programa són restriccions de l’estructura espacial de seqüències d’aminoàcids i lligands per ser modelats i l’output és una estructura 3D que satisfà aquestes restriccions tan bé com es pugui). Normalment s’utilitza per fer modelatge per comparació de l’estructura de proteïnes o homologia (l’usuari proporciona un alineament de seqüències per ser modelat amb estructures relacionades que coneixem i el Modeller calcula automàticament un model). De totes maneres, el Modeller també s’utilitza per fer comparació múltiple de seqüències de proteïnes i estructures, clustering de proteïnes i cerques en bases de dades de seqüencies. 

Per començar a utilitzar el Modeller, com és un programa molt sensible, cal córrer el PDBtoSplitChain amb tots els PDBs utilitzats per fer l’alineament perquè, a més de separar per cadenes, també repara els PDBs (d’aquesta manera tindrem menys problemes amb el Modeller). Un cop realitzat aquest pas, i abans de fer córrer el progrma, cal transformar els fitxers dels alineaments que tenen extensió .aln (tant el procedent de CLUSTALW amb 6 seqüències de PDB i 2 de Swissprot, com el procedent de HMM) a extensió .ali mitjançant l’aconvertMod2 (si no ho fem el “Modeller” no podrà llegir els alineaments ja que els fitxers amb extensió .ali són com fitxers FASTA amb gaps on té molta rellevància la segona línia ja que indica on comencen els àtoms del PDB):

$ aconvertMod2.pl –in c –out p < alineament_clustalw.aln > alineament_clustalw.ali

i 

$ aconvertMod2.pl –in c –out p < HMM.aln > HMM.ali

Després cal crear els fitxers “.top” (un per l’alineament amb Clustalw i l’altre per l’alineament amb HMM). Per fer-ho, copiem el fitxer anomenat “p7.top” que hem desempaquetat de l’arxiu “substilisin.tar” proporcionat pel professor, i fem els canvis necessaris (marcats en color verd): 

# PRIMER: STEP 5

#

# This script should produce two models, 1fdx.B999901 and 1fdx.B999902.

#

# Before you run this script, do this: ln alignment.seg.ali fer2.ali

#

INCLUDE                             # Include the predefined TOP routines

SET ALNFILE  = 'part5.1.ali'        # alignment filename

SET KNOWNS   = '1SCJA' '1SCNE' '1GNSA' '1BH6A'

# '1A2Q'

# '1AQN'                            # codes of the templates

SET SEQUENCE = 'P11018'             # code of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './'     # directories for input atom files

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

SET DEVIATION     = 2.0             # have to be >0 if more than 1 model

SET RAND_SEED     = -12312          # to have different models from another TOP file

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

Com es mostra en aquest fitxer (és igual tant per l’alineament amb Clustalw com pel de HMM però canviant l’input a l’opció “SET ALNFILE”) hem utilitzat quatre PDBs per fer el model dels sis que teniem (1SCJA, 1SCNE, 1GNSA, 1BH6A) ja que els dos PDBs restants no funcionen al fer el Modeller. 

En aquest moment ja estem preparats per utilitzar el Modeller, de manera que entrem a “tcsh” en lloc de treballar amb “bash” i creem variables d’entorn ($ source /disc9/cshrc). La comanda per executar el programa és la següent (ho haurem de fer amb els dos fitxers .top procedents de cada alineament):

$ mod arxiu.top
Com a resultat final el Modeller ens donarà dos arxius que contindran dos models creats. Així, en total, tindrem quatre models (dos procedents de l’alineament Clustalw i dos del de HMM), els quals haurem d’estudiar per triar quin és el millor i per finalment fer l’optimització d’aquest.
PRÀCTICA 6: Anàlisi dels models:
L’objectiu d’aquesta pràctica és, un cop obtinguts els 4 models (2 de Clustalw i 2 de HMM), fer un anàlisis comparatiu per tal d'esbrinar quin d’ells és millor (el model que escollim serà amb el que farem a la pràctica següent l'optimització). Per dur a terme aquesta comparació farem l’anàlisi amb diferents programes: 

1) DSSP: 

El programa DSSP és un programa mitjançant el qual podem veure l'estructura secundària d'una proteïna. Per executar-lo cal seguir les següents comandes per a cada model:

 $ dssp model1 model1.dssp

 $ aliss.pl model1.dssp
Els resultats d’executar el DSSP seran diferents fitxers amb l’extensió “.dssp” i els introduirem en un fitxer amb extensió “.pir” (anomenat per exemple “models.pir”), el qual convertirem a Clustalw amb l’objectiu de fer la comparació entre els models:

$ aconvertMod2.pl -in p -out c < models.pir > fitxer.aln

En el fitxer resultant (fitxer.aln) tindrem una comparació entre l'estructura secundària dels 4 models (cal fixar-se en les hèlixs alfa (H) i en les fulles beta (E) perquè són les que ens informen més sobre l'estabilitat de cada model; de fet, les hèlixs alfa són les més informatives ja que són més fàcils de predir que les fulles beta. Els dos primers models són els de Clustalw i els dos últims els de HMM): 

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

P11018.mod1.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

P11018.mod1.dsspSS   --S--------S-----------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod2.dsspSS   --S------S-------SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod2B.dsspSS  --S--SS--S--------S----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod1B.dsspSS  -TT----------S---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod1.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

P11018.mod1.dsspSS   -TTSSEEEE--STT--SSSTT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod2.dsspSS   -TTSSEEEE-STTS--STTTS--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SB

P11018.mod2B.dsspSS  -TT--EEEE----SS----TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod1B.dsspSS  -TTS-EEEE---SSS----TT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod1.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.mod1.dsspSS   TTTS---HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.mod2.dsspSS   TTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

P11018.mod2B.dsspSS  TTTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

P11018.mod1B.dsspSS  SS-S---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.mod1.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

P11018.mod1.dsspSS   ---SSS-----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod2.dsspSS   ---SS------BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod2B.dsspSS  ---SS------BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod1B.dsspSS  ----TT-----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod1.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.mod1.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B---S-HHHHTT-B--

P11018.mod2.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B--SS-HHHHTT-B--

P11018.mod2B.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

P11018.mod1B.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSSS-HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

P11018.mod1.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL

P11018.mod1.dsspSS   SHHHH--S--S--------

P11018.mod2.dsspSS   STTTT---S----SS----

P11018.mod2B.dsspSS  SHHHH---S----SS----

P11018.mod1B.dsspSS  SHHHH-S-------S----

Observem que els quatre models són molt semblants en la seva estructura secundària fins arribar a l’extrem C-terminal (marcat en color verd) on uns models tenen H i altres I o T (són tipus de loops). Per esbrinar quina de les 4 estructures és més correcta, recorrem als templates amb els que hem fet tant els 2 models de Clustalw com els de HMM: recuperem el fitxer de l’STAMP creat al fer el model HMM (“substilisin.5”), el transformem en PDB per poder ser visualitzat amb Rasmol ($ transform –f substilisin.5 –g –o stamp.pdb) i observem la superposició de tots els templates per saber quina estrucura té l’extrem C-terminal (això servirà d’aproximació per saber quin dels quatre models s’assembla més a l’estructura original):
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Analitzant aquesta imatge sembla que en l’extrem C-terminal l’estructura és la d’una hèlix alfa seguida (si anem cap a l’extrem N-terminal) d’un  loop que no arriba a ser una hèlix alfa (tot i que a la imatge no és visualitza gaire bé). Això fa pensar que els models que s’assemblen més als templates són els de HMM (també tenen un loop i una hèlix alfa al C-terminal), cosa que és molt lògica ja que aquest fitxer de l'STAMP que hem recuperat el vem fer per crear els models amb HMM). Tot i així, no podem estar totalment segurs de que el que observem a la imatge sigui realment aquesta estructura, de manera que recorrerem al programa DSSP per comparar l’estructura secundària d’un dels templates (ja hem dit que tots són iguals al C-terminal) amb les dels quatre models més directament (de totes maneres, cal tenir molt en compte que això només és una primera aproximació a l’anàlisi dels quatre models i que aquest resultat no ens podrà fer, per si sol, decidir quin dels models és millor ja que els PDBs originals tenen una llargària diferent a la dels nostres models, de manera que aquesta visualització de l’estructura secundària tampoc aportarà gaire informació):

>P1;1AQN.dsspSS

1AQN.dsspSS

-----HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TT--EEEEEE-BTTB--TT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSS

---SSTTSEEEEEE-S-TTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S----T

TS----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-TT

--HHHHHHHHHHT-B--S-HHHHTT-B--HHHHH-*

Observem, contra la hipòtesis incial, que realment el que nosaltres pensàvem que era només un loop seguit d’una hèlix alfa són dos hèlixs alfa en els templates (marcat en color verd). D’aquesta manera sembla que és el primer model de Clustalw el que s'assembla més als templates originals (estructura HHHHTT-B--HHHHH- al C-terminal). Aquest resultat és molt sorprenent ja que, basant-nos tant en la imatge del template visualitzada a Rasmol com en el raonament de que aquest fitxer procedeix de l'STAMP fet per aconseguir l’alineament amb HMM, els models que per lògica haurien de ser més semblants als templates originals són els de HMM. De totes maneres, com ja hem avançat abans, no ens podem refiar totalment d’aquesta comparació d’estructures secundàries entre els templates i els models perquè difereixen en la llargària de la seqüència. Per aquest motiu decidim fer seguidament una predicció de l’estructura secundària de la seqüència problema original (P11018) amb el programa PSI-PRED ja que ens aportarà més dades sobre quin dels quatre models és el millor.

2)  PSI-PRED: 

L’objectiu de fer la predicció de l'estructura secundària de la nostra proteïna problema (P11018) és comparar-la amb l’estructura real dels models creats i extreure’n conclusions. Per executar PSI-PRED escriurem la següent comanda al shell (necessitem la seqüència P11018 en format “.fa” o “.seq”): 

 $ psipred P11018.fa 

El resultat del PSI-PRED són diversos fitxers: P11018.blast i P11018.ss2 (no són fitxers importants pel nostre objectiu), P11018.ss i P11018.horiz (aquests dos últims fitxers són els “outputs” més rellevants; els mostrem a continuació):

- "P11018.ss" (només s’inclou el principi): 

   1 M C   0.990  0.004  0.007

   2 N C   0.890  0.055  0.040

   3 G C   0.889  0.025  0.108

   4 E C   0.497  0.102  0.338

   5 I E   0.327  0.073  0.642

   6 R E   0.253  0.051  0.709

   7 L E   0.162  0.029  0.742

   8 I C   0.467  0.112  0.169

   9 P C   0.580  0.042  0.235

  10 Y C   0.578  0.106  0.125

  11 V C   0.762  0.013  0.124

  12 T C   0.594  0.169  0.022

  13 N H   0.237  0.821  0.012

  14 E H   0.115  0.826  0.012

  15 Q H   0.103  0.720  0.104

  16 I H   0.071  0.734  0.086

  17 M E   0.072  0.175  0.457

  18 D C   0.466  0.087  0.103
El més interessant d’aquest fitxer és la tercera columna (C = coil, és a dir, no hi ha estructura secundària; E = fulla beta; H = hèlix alfa)

- "P11018.horiz": 

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.3 by David Jones)

Conf: 987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577

Pred: CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

  AA: MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

              10        20        30        40        50        60

Conf: 325554220467888887888888887671664422237898268742797489999761

Pred: HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC

  AA: KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

              70        80        90       100       110       120

Conf: 799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378

Pred: CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC

  AA: GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

             130       140       150       160       170       180

Conf: 887888776678877652168887548996000035788404750898158975288053

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE

  AA: GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

             190       200       210       220       230       240

Conf: 315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675

Pred: EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

  AA: KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

             250       260       270       280       290       300

Conf: 2016887665421025469

Pred: EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

  AA: LTAPDELAEKAEQSHLLTL

             310       

("Conf" =  confiança de la predicció; "Pred" = predicció;  "AA" = seqüència problema)
A continuació cal transformar aquests fitxers a fitxers amb l’extensió ".pir", que ens permet comparar molts fitxers junts ($ psipred2pir.pl P11018.ss2 > psipred.pir), i recuperar el fitxer, també amb l’extensió “.pir”, que vam crear de tots els models (s’anomena “models.pir”). Ajuntem tots aquests fitxers amb un editor de text i ho transformem a un arxiu de Clustalw ($ aconvertMod2.pl -in p -out c < fitxers.pir > fitxers.clw) perquè sigui més fàcil de visualitzar:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

P11018.mod1.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

P11018.mod1.dsspSS   --S--------S-----------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod2.dsspSS   --S------S-------SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod2B.dsspSS  --S--SS--S--------S----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod1B.dsspSS  -TT----------S---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.ss2SS         CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

P11018.mod1.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

P11018.mod1.dsspSS   -TTSSEEEE--STT--SSSTT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod2.dsspSS   -TTSSEEEE-STTS--STTTS--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SB

P11018.mod2B.dsspSS  -TT--EEEE----SS----TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod1B.dsspSS  -TTS-EEEE---SSS----TT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSS---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.ss2SS         HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC

P11018.mod1.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.mod1.dsspSS   TTTS---HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.mod2.dsspSS   TTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

P11018.mod2B.dsspSS  TTTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

P11018.mod1B.dsspSS  SS-S---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.ss2SS         CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC

P11018.mod1.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

P11018.mod1.dsspSS   ---SSS-----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod2.dsspSS   ---SS------BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod2B.dsspSS  ---SS------BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod1B.dsspSS  ----TT-----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.ss2SS         CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE

P11018.mod1.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.mod1.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B---S-HHHHTT-B--

P11018.mod2.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B--SS-HHHHTT-B--

P11018.mod2B.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

P11018.mod1B.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSSS-HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

P11018.ss2SS         EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

P11018.mod1.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL

P11018.mod1.dsspSS   SHHHH--S--S--------

P11018.mod2.dsspSS   STTTT---S----SS----

P11018.mod2B.dsspSS  SHHHH---S----SS----

P11018.mod1B.dsspSS  SHHHH-S-------S----

P11018.ss2SS         EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

En aquest fitxer és mostra: a la primera línia la seqüència de la proteïna problema P11018; a les  quatre línies següents l’estructura secundària real dels dos models de Clustalw (segona i tercera línies) i de HMM (quarta i cinquena línies); i a la última filera és mostra la predicció de l’estructura secundària de la seqüència problema. 

A partir d'aquest resultat podem concloure diferents coses:

· La predicció de l'estructura secundària de la nostra proteïna problema i l’estructura secundària real dels nostres models no coincideixen totalment, tot i que si ens fixem en els nivells de confiança de la predicció al fitxer “P11018.horiz” veurem que on trobem diferències els nivells de confiança són força baixos (0-6). Això passa perquè predir les hèlixs alfa i les fulles beta és complicat i el PSI-PRED s'equivoca sovint (mentre predir els “coils” és molt més simple ja que només significa que no hi ha cap estructura secundària).

· Referent a l’extrem C-terminal (és on els nostres models difereixen):

1) Gairebé cap punt de la predicció de l'estructura secundària coincideix amb la dels nostres models i el nivell de confiança és molt baix, tot i que al tram final d'hèlixs trobem confiances bones (de 6-8). El fet de trobar aquestes últimes hèlixs predites amb un alt nivell de confiança ens fa eliminar el segon model de Clustalw perquè en aquest apareixen Ts en lloc d’Hs.

2) Al final d’aquest extrem s’ha predit una hèlix alfa llarga amb alguns valors bons de confiança que en els models s’ha perdut. Si el nostre objectiu fos crear un model perfecte, hauríem de tenir en compte aquest fet i agafar una hèlix alfa qualsevol, enganxar-la al C-terminal dels nostres models i veure si aquests milloren. Però aquest no és l’objectiu d’aquestes pràctiques, sinó que el que es pretén és que sabem raonar perquè un model és millor que un altre i arribar a triar-ne un (potser després d’haver-li fet algunes petites modificacions com tallar els extrems) per optimitzar-lo. Per aquest motiu no provarem com queden els models al unir una hèlix alfa a l’extrem C-terminal.

D’aquesta manera, segons PSI-PRED, eliminem el model 2 de Clustalw i analitzem els altres amb el programa PROSAII:

3)  PROSA II:  

El programa PROSA II és una eina poderosa en la recerca d’estructures proteiques. És molt útil per determinacions experimentals de l’estructura i per estudis de modelatge. El que fa el programa és utilitzar potencials estadístics i calcular una puntuació per l’estructura del model (si aquesta puntuació està per fora d’un rang determinat significa que la nostra estructura deu tenir problemes). Això es visualitza mitjançant gràfics d’energia (pseudopotencials) que ens ajuden a determinar quina part de l’estructura té problemes (les zones d’alta energia corresponen a regions massa o massa poc estirades de la cadena que poden donar problemes al plegament).  

Per aprendre a utilitzar el programa PROSA II existeix un manual molt senzill que ens indica totes les comandes que hem d’escriure per executar el programa ($ prosa), per carregar i analitzar una proteïna, per canviar la mida de la finestra, per editar el gràfic, per carregar i analitzar una segona proteïna i editar el gràfic, per exportar el fitxer... i moltes altres opcions que estan disponibles al programa. Ara no escriurem pas a pas aquest tutorial ja que està tot descrit al manual de PROSA II, però sí que farem èmfasi en dos conceptes que són importants per entendre el programa:

1) El PROSA II ens pot mostrar tres tipus d’energia diferents: l’energia de superfície (reacció dels residus amb l’aigua), l’energia entre els residus i l’energia combinada (és la suma de les dues anteriors però donant-li un pes diferent a cadascuna: l’energia de superfície val per 1 i la de parells per 5). Amb aquestes energies diferents sabem que, si ambdues són negatives, la nostra proteïna està bé a nivell d’estructura (interacció entre residus) i també a nivell de superfície (a la superfície el normal és tenir residus polars).

2) El PROSA II, per defecte, només utilitza els potencials del carboni beta, de manera que si el PDB de la proteïna no té els carbonis beta el programa ens donarà error. Amb la següent comanda podem dir-li al programa que ens utilitzi també els potencials dels carbonis alfa per evitar que en algun moment el programa ens doni error (els gràfics d’energia resultants, però, seran  diferents als que no especifiquem aquesta opció):

pair potential $PROSA_BASE/pII3.0.pair-cb pcb (carrega el potencial entre residus dels 

 






          carbonis beta i anomena’l “pcb”)

surface potential $PROSA_BASE/pII3.0.surf-cb scb (carrega el potencial de superfície dels 

   carbonis beta i anomena’l “scb”) 

pair potential $PROSA_BASE/pII3.0.pair-ca pca (carrega el potencial entre residus dels 

 






          carbonis alfa i anomena’l “pca”)

surface potential $PROSA_BASE/pII3.0.surf-ca sca (carrega el potencial de superfície dels 

   carbonis alfa i anomena’l “sca”) 

Després d’aquesta petita introducció al programa PROSA II, continuarem amb l’anàlisi dels tres models que ens resten. En aquest moment, si encara no haguéssim eliminat cap model, podríem comparar els dos models de Clustalw i els dos de HMM entre ells (ens diria la variació del programa sota les mateixes restriccions), escollir el millor model dels dos i fer una comparació entre el de Clustalw i el de HMM (ens diria la diferència entre els dos alineaments).  Tot i així, com ja hem descartat un dels dos models de Clustalw, preferim introduir els quatre models a PROSA, analitzar les seves energies combinades per veure les diferències entre tots ells i decidir si podem escollir o descartar-ne algun:
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(color cian = model 1 de Clustalw; color magenta = model 2 de Clustalw; color vermell = model 1 de HMM; color verd = model 2 de HMM)

En aquest gràfic, a priori, veiem com les energies combinades dels quatre models són molt semblants, sobretot a la part central i a l’extrem C-terminal. Tot i així, si observem la part N-terminal podem distingir més diferències (sembla que el model dos de Clustalw, dibuixat en verd, és el que té una energia millor ja que en un tram és clarament més negativa que la dels altres models).  

Com a l’extrem C-terminal els quatre models tenen energia positiva i a l’N-terminal gairebé també, abans de treure cap conclusió, decidim tallar una part d’aquests extrems fixant-nos en els alineaments de Clustalw i HMM que vam utilitzar per obtenir els models (retallem els extrems on no hi ha templates però sí seqüència problema): els de Clustalw els tallem del residu 1 al 19 i del 308 al final; els de HMM els tallem del residu 1 al 19 i del 306 al final. Un cop hem retallat tornem a fer l’anàlisi de les energies amb Prosa per veure si aquestes han millorat i podem escollir algun dels quatre models:  
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Amb el tall dels extrems el que hem aconseguit és treure les regions que ens quedaven positives, però a priori sembla que no hem solucionat totalment el problema d’escollir un dels quatre models. Tot i així, si ens fixem bé en el gràfic podem deduir diverses coses:

1) Al centre i a l’extrem C-terminal tots els models tenen unes energies molt semblants, però concretament el model dos de HMM (color verd) i també el dos de Clustalw (color magenta) són els que en tenen de més negatives (sobretot el model dos de HMM ja que en la zona del residu 210 al 240 aproximadament el model dos de Clustalw té una energia força més positiva que els altres models).

2) Respecte l’extrem N-terminal, es veu clarament que el model dos de HMM té una energia millor que els altres models (està clarament per sota de la dels altres tres models).

3) Tots els models tenen zones de millor energia (més negativa) i de pitjor (més positiva), cosa que mostra la variabilitat dels nostres models i les zones que es podríen millorar (això també es pot visualitzar mitjançant el XAM, encara que no ho incloem).

Tenint en compte aquestes dades i recordant que el model dos de Clustalw ja l’hem eliminat amb el PSI-PRED, no ens queda cap dubte de que el model dos de HMM és el millor respecte els altres (l’únic petit dubte que podríem tenir és sobre aquest model respecte el model dos de Clustalw i, com aquest ja l’hem eliminat, el dubte desapareix). 

De totes maneres, per estar estar totalment segurs que hem tallat on calia i que hem estat suficientment precissos, utilitzem el programa XAM per obtenir la superposició dels quatre models, visualitzar-la amb el Rasmol i comprovar que les zones on hem tallat és on els quatre models difereixen (això haurà de coincidir amb les zones on tenim seqüència problema però no template, ja que seràn les zones on el Modeller ha assignat residus aleatòriament a cada model perquè no tenia on basar-se). Al fer-ho, comprovem que realment és fins el voltant del residu 18-19 (N-terminal) i des del voltant del residu 306-307 (C-terminal) on les estructures difereixen molt entre models, i això coincideix precisament amb les zones dels extrems que no tenien template i per on hem tallat:
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Així doncs:

Conclusió de l’anàlisi dels quatre models: Després d’haver fet un anàlisi amb PSI-PRED amb el que hem descartat el model dos de Clustalw i un de posterior amb PROSA II, decidim que el millor model és el segon model de Hidden Markov tallat per l’extrem N-terminal fins el residu 19 i C-terminal a partir del 306 (decisió contrastada amb XAM).  

Ara només ens queda optimitzar aquest model, però abans l’acabarem d’analitzar amb el programa PROCHECK per fer una comparació del model abans i després de l’optimització: 

4) PROCHECK:
El programa PROCHECK ens ofereix assessorament de la qualitat estereoquímica de l'estructura d'una proteïna donada comparant amb estructures ben refinades de la mateixa ressolució, i dóna una indicació de la fiabilitat de la interacció local residu-residu. Per assessorar una estructura el programa utilitza un gran nombre de  paràmetres que són bons indicadors de la qualitat estereoquímica. També utilitza una distància ideal d'enllaç i d'angles, i al final produeix un nombre de plots juntament amb una llista detallada residu per residu. Així, amb el Procheck podem extreure una quantitat enorme d’informació, de la qual nosaltres ens fixarem bàsicament en el sumari i en el mapa de Ramachandran.

La comanda per executar el programa és la següent:

$ procheck_single hm2tall.ent 2.0

El 2.0 fa referència a la resolució, que ha de ser la pitjor dels 4 PDBs que hem utilitzat per fer el segon model de HMM: 1SCJ (2.0 A), 1SCN (1.90A), 1GNS (1.80A), 1BH6 (1.75A).

Després d’executar-lo, el programa crea diferents arxius de sortida dels quals ens fixem en dos: hm2tall.sum (sumari de tots els arxius creats) i  hm2tall_01.ps (conté el mapa de Ramachandran del model):

· Fitxer del sumari: 

 +----------<<<  P  R  O  C  H  E  C  K     S  U  M  M  A  R  Y  >>>----------+

 |                                                                            |

 | hm2tall.ent   2.0                                             288 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   85.5% core   12.0% allow    1.7% gener    0.8% disall |

 |                                                                            |

+| All Ramachandrans:    7 labelled residues (out of 286)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      1 labelled residues (out of 157)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

 | Side-chain params:    5 better     0 inside      0 worse                   |

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:    7 |

*|                     Bond len/angle:    6.9    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.09  Covalent:  -0.25    Overall:  -0.14 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.5% within limits   1.5% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.1% within limits   7.9% highlighted       1 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

 +----------------------------------------------------------------------------+

Els “*” ens indiquen què és imprescindible mirar i els “+” el que seria interessant mirar per fer un anàlisi més exhaustiu. 

Si ens fixem en els “bad contacts” (serà el que millorarem amb l’optimització) veiem com en tenim 7 (fins a 20 i escaig és possible millorar-los amb l’optimització); informar-nos sobre els bad contacts és imprescindible i molt interessant per saber com és el nostre model i com el millorem posteriorment, ja que fan referència a zones on potser tenim insertats gaps o altres distorsions i el contacte pot no ser correcte. D’altra banda, també és molt interessant fixar-nos en les dades del Ramachandran resumides en aquest sumari on ens indiquen el % de residus bons (“core” i “allow”) i de dolents (“gener” i “disall”; “gener” és el % de residus que acceptaríem si fòssim generosos i el “disall” són els residus que no podem acceptar de cap manera): en el nostre cas la majoria de residus (97’5%) són al “core” i a l’”allow” i una petita part (2’5%) al “gener” i “disall”. El mapa de Ramachandran també el podem visualitzar obrint un dels fitxers generats pel Procheck, però abans de fer-ho l’últim que voldriem comentar d’aquest sumari és que, enacara que tenim un enllaç peptídic en cis, això no té perquè ser indicatiu de que el model és incorrecte ja que en algunes condicions alguns residus poden canviar de trans a cis quan es troben en loops. 

· Mapa de Ramachandran:

El mapa de Ramachandran pot utilitzar-se per descriure la conformació de la cuirassa de qualsevol residu polipeptídic així com d’algunes estructures secundàries senzilles de proteïnes. Els eixos del mapa són els angles de rotació dels dos enllaços de l’esquelet que tenen llibertat de gir (( i (, respectivament), que es mostren al següent esquema:  


Cada punt ( , ( a la representació es refereix, doncs, a una configuració concebible de la cuirassa de l’aminoàcid. Així, al mapa de Ramachandran es representen els residus de la proteïna en diferents zones (a les àrees vermelles, grogues, crema o blanques) segons si tenen o no un patró de Ramachandran com el que caldria (els residus que ens donen problemes són els que estan a les regions crema i blanca, i surten de color vermell i en majúscules perquè els puguem visualitzar millor).

Al mirar l’arxiu de sortida del Procheck que correspon a la representació de Ramachandran abans de l’optimització del model tenim els següents resultats (ja els hem comentat amb el fitxer del sumari però ara ho visualitzem):
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La majoria de residus (97’5%) són al “core” (zona vermella) i a l’”allow” (zona groga) i una petita part (2’5%) al “gener” (zona crema)  i “disall” (zona blanca).

Després de fer tots aquests anàlisis ja hem avaluat el nostre model a tres nivells:

· A nivell d’estructura secundària (programes PSI-PRED i DSSP)

· A nivell d’energia (programa PROSA II)
· A nivell estereoquímic (programa PROCHECK)
I estem preparats per fer l’optimització.

PRÀCTICA 7: OPTIMITZACIÓ GEOMÈTRICA DEL MODEL:

PART 1: Modificacions abans d’optimitzar:

Abans de començar l’optimització cal fer les següents modificacions perquè el programa d’optimització GRUMOS treballi correctament:

1. Afegir l'oxigen terminal (OXT) al PDB: Si hem tallat el PDB (és el nostre cas), cal que recuperem les coordenades de l’oxígen terminal i l’afegim al PDB del model tallat, ja que si no ho fem el programa d’optimització ens donarà error.

2. Esbrinar si el model té ponts disulfur (GRUMOS ens ho preguntarà): Per fer-ho cal obrir el model amb Rasmol, seleccionar les cisteines i, mitjançant la comanda “pick distance”, mirar la distància a la que es troben els sofres. En el nostre cas trobem dues cisteines a una distància de 15’51 amstrongs, de manera que en aquest model NO hi ha ponts disulfur perquè es formen a distàncies menors de 4 amstrongs. 

3. Modifiquem el model mitjançant el programa “arrangeG”: Aquest programa controla que tot estigui correcte al PDB que hem tallat i modificat. Per executar-lo cal escriure al shell: 

 $ arrangeG.pl model_fin.pdb modelG.pdb (on “model_fin.pdb” és el model dos de HMM tallat i “modelG.pl” serà el nom del model un cop modificat amb l’arrangeG).

4. Afegir l’etiqueta “TER” al final del PDB: El programa arrangeG treu aquesta etiqueta i cal tornar-la a posar ja que sense ella el GRUMOS no detecta que el PDB ha acabat.

Un cop fetes aquestes optimitzacions ja podem entrar al programa GRUMOS i optimitzar el model que hem escollit:

PART 1: Optimització geométrica amb el programa GRUMOS:

Amb l’optimització el que intentarem és relaxar l’estructura per a que l’energia sigui més baixa. La manera més simple d’entendre una proteïna és mitjançant mecànica molecular (imagino que la meva proteïna és un conjunt d’esferes unides per motlles). El que contribueix més a que les molècules estiguin més a gust és:

· La magnitud de l’enllaç (cada enllaç té una energia òptima, i disminuir-la o augmentar-la farà empitjorar l’energia).

· Com són els angles (també hi ha uns angles òptims).

· Els dihedres (és el terme que més contribueix a la forma): depenent de com moc el dihedre l’oxigen unit al carboni beta canviarà de posició. Un dihedre pot tenir diferents conformacions (està estudiat per a cada residu). 

Cada àtom pot estar enllaçat o no-enllaçat amb un altre. Les unions no-enllaçants (poden ser electrostàtiques o hidrofòbiques) depenen de la distància entre àtoms i de la naturalesa d’aquests, i sempre existeix una distància òptima per a que els residus interaccionin. 

Existeixen determinats algoritmes per a que es puguin fer càlculs complexes més ràpidament. Per intentar trobar la mínima energia utilitzem un algoritme de reducció energètica (això és el que fem a l’optimitzar un model: canviar una mica la forma de la proteïna per a que l’energia sigui menor). Per optimitzar podem utilitzar dos mètodes:

· Steepest descent (aconsegueix baixar l’energia molt ràpid fins el mínim. És molt útil quan vols fer una primera optimització i millorar ràpidament el model; és el mètode que nosaltres utilitzarem).

· Conjugate gradient (és millor quan tinc mínims baixos i m’interessa acabar d’optimitzar).

A més, a l’optimització, hi ha vegades que ens interessarà més, per anar més ràpid, calcular interacció entre grups d’àtoms i no entre àtoms (és l’opció que nosaltres triarem) i també es pot fer l’optimització en buit (també ho farem) ja que afegir moltes aigües augmenta molt el temps de càlcul (i nosaltres només volem fer una primera visió de com optimitzar un model i no arribar a fer un model perfecte ja que requeriria anys). 

El terme de les interaccions no-enllaçants és el més difícil de calcular, de manera que nosaltres utilitzarem l’aproximació més simple: per a cada àtom considerem l’esfera de residus més pròxims, calculem les distàncies i apliquem les formes, després descrivim un altre esfera que calculem de manera proximal, és a dir, el que està lluny ja no ho calculem (es tracta de fer una “llista”: al primer pas tinc “x” àtoms, després canvio les coordenades i tinc uns altres àtoms... i actualitzem cada 10 passos per exemple).  

GRUMOS és la interfície per utilitzar el camp de forces GROMOS (cada camp de forces té un paquet de programes associat) que utilitzarem per optimitzar el nostre model. GROMOS calcula la topologia de la molècula (requereix tenir l’extrem C-terminal ben fet, saber si la simulació és en aigua, dir si la nostra proteïna té coses particulars com ponts disulfur, saber com és el final de la proteïna i la seva seqüència), minimitza l’energia i pot fer dinàmica molecular de la proteïna (ho veurem però no ho afegirem a aquesta llibreta de pràctiques).

Per executar el programa només cal escriure al shell (treballarem amb “tcsh” i crearem variables d’entorn) la següent comanda i anar indicant quines opcions desitgem:

$ grumos

Un cop entres al programa el primer que et demana és la ruta i el nom del fitxer en format PDB i el nom del directori on voldràs que t'arxivi tots els fitxers de sortida. Després et demana si necessites més fitxers i si vols que et netegi el directori que li has donat (a les dues coses responem que no en aquest cas; per exemple si calculèssim energia lliure en lloc de superposició sí que necessitaria més fitxers). En aquest moment el programa prepara tots els drivers que necessitarem i finalment ja entrem al que és pròpiament el programa:

· Creem un INPUT (opció "a") de topologia (opció "a").

· Es tracta d'un sistema simple (opció "a").

· Ens demana el títol (sortirà en la capçalera de tots els outputs) i mostra la forma dels residus típics a PH fisiològic.

· Ens demana si volem canviar el nom d'algun residu (en el nostre cas li diem que no perquè ja hem dit que la nostra proteïna no té ponts disulfur). Posteriorment el programa automàticament et mostrarà les cisteines que tens a la teva molècula i et tornarà a preguntar si estàs segur que no hi ha ponts disulfur (nosaltres li hem de tornar a dir que no).

· Decidim, com hem explicat abans, fer l'optimització en el buit (“non inertial solvent” -opció "1"-).

· Com la meva proteïna està a PH 7 li ho indiquem al programa quan ens pregunta com estan els residus segons els PH (opció "1").

En aquest moment hem acabat d'escriure l'INPUT i cal còrrer el procés (opció "b") escollint topologia (opció "a") i tornant a indicar que és un sistema simple (opció "a"). Aquí, cal fixar-se en si surt el missatge "the topology is ready", cosa que vol dir que tot va bé. Seguim corrent el programa:

· Creem un INPUT (opció "a") ara per a la optimització d'energia (opció "b") i ens pregunta si ja hem corregut la topologia (sí que ho hem fet).

· Indiquem que el sistema és simple (opció "a").

· Farem una optimització tipus "Steepest Descent" (opció "2") com hem indicat abans, ja que el nostre objectiu és disminuir el màxim possible l'energia, i el "Conjugate Gradient" ens serveix per, un cop tenim l'energia a mínims (no és el nostre cas), millorar l'optimització.

· En cada volta farem 1000 passos.

· Indiquem que l'optimització volem que corri 10 vegades.

· Deixem per defecte el primer valor de Lambda (0.05) i el seu màxim (0.10).

· En aquest punt se'ns pregunta si volem utlitzar el SHAKE. El que més influeix en la forma de la proteïna són els dihedres, de manera que nosaltres podem utilitzar el Shake per basar-nos només en els dihedres i disminuir molt el temps (però sense perdre qualitat) perquè no optimitzem la part d'enllaç. De totes maneres, en aquest cas, nosaltres no utilitzarem el Shake (opció "1") ja que volem optimitzar-ho tot (el Shake s'utlitzarà quan ja tinguem una optimització prèvia).

· Indiquem que volem fer una interacció entre grups i no entre àtoms (opció "1"), ja que com hem dit disminuirem molt el temps i té més sentit químic.

· Volem que la llista canvii cada 10 passos.

· Deixem per defecte el valor de RCTUP (0.8 nm), el de RSWI2 (10.0 nm, que és molta distància i equival a no utilitzar el radi de Switch), el de RCUI2 (10.0 nm, com abans) i el de RCUTL (1.3 nm).

· Al demanar el sequence radius per calcular la interacció li introduïm un número molt alt (Ex: 999999) per a que sigui com no fer res perquè no ens interessa.

· Com estic fent l'optimització al buit no tinc periodicitat (opció "1").

· En aquest moment en pregunta si vull utilitzar restricció de posició, de distància i de dihedre, però a les tres dic que no (opció "1" en cada cas) ja que són eines per estudis avançats. 

· Indico que vull que m'escrigui l'energia cada 100 passos a l'output (ho fem perquè el programa no escrigui gaire, tot i que si tenim cap problema podem fer que ens ho escrigui cada menys passos).

· Fem que corri el procés (opció "b") d'optimització d'energia (opció "b") i torno a dir que és un sistema simple (opció "a").

Per finalitzar, el programa ens torna a preguntar si hem corregut el programa de topologia (sí que ho hem fet) i si hem creat l'input de dinàmica (en aquest cas posem "no" perquè no l'hem creat). Comencem l'optimització (opció "a").

Un cop ha corregut el programa ens trobem amb diferents fitxers de sortida. El que ens interessa mirar per saber com s’ha produït l’optimització és:

· Com ha canviat l’energia?: Per veure si amb l’optimització l’energia ha millorat (és més negativa) cal obrir els fitxers outmodelG_emnum001.lis  i outmodelG_emnum010.lis (el primer i l'últim fitxer “.lis”). Aquests fitxers ens informen, entre d’altres, de l’energia abans i després de l’optimització. En el nostre cas l’energia inicial era de 0.14937E+05 (la proteïna no és gaire estable) i la final és -0.17209E+05, és a dir, s’observa una millora considerable (ara estem calculant energia real i no pseudopotencials com amb el Prosa II).

· Quant ha canviat la meva estructura amb l’optimització?: Per saber-ho farem un anàlisi comparatiu dels dos models amb el programa XAM, PROCHECK (ens fixarem sobretot en els “bad contacts”) i amb RASMOL: 

1) XAM: Calcularem l’RMSD del model abans de l’optimització i després per saber com s’assemblen ambdós models. El resultat és el següent:

#   RMSD table

#

#         1    2

#  1        0.47

#  2  0.67

Obtenim un valor força petit en el “backbone” (de 0’47 amstrongs) ja que els canvis que ha produït l’optimització han estat petits i sobretot s’han concentrat a nivell de les cadenes laterals, nivell al que les diferències abans i després de l’optimització és major (0’67 amstrongs).

D’altra banda, també fem un RMSD dels 10 outputs que obtenim del Grumos per veure la variació al llarg de l'optimització del model. El resultat on veim com ha canviat el model a mesura que l’anem optimitzant és el següent:

#   RMSD table

#

#         1    2    3    4    5    6    7    8    9   10

#  1        0.13 0.21 0.27 0.31 0.35 0.39 0.42 0.45 0.47

#  2  0.19       0.09 0.16 0.21 0.25 0.29 0.32 0.35 0.38

#  3  0.31 0.13       0.07 0.13 0.18 0.22 0.25 0.29 0.32

#  4  0.39 0.23 0.11       0.06 0.11 0.15 0.19 0.23 0.26

#  5  0.45 0.30 0.18 0.08       0.05 0.10 0.14 0.18 0.21

#  6  0.50 0.36 0.25 0.16 0.08       0.05 0.09 0.13 0.17

#  7  0.55 0.41 0.31 0.22 0.14 0.07       0.05 0.09 0.13

#  8  0.59 0.46 0.36 0.27 0.20 0.13 0.07       0.04 0.08

#  9  0.63 0.50 0.41 0.32 0.25 0.18 0.12 0.06       0.04

# 10  0.67 0.54 0.45 0.37 0.30 0.23 0.18 0.11 0.06

Bàsicament amb aquest resultat veiem com l’optimització ha estat progresiva i més important a les cadenes laterals. 

2) RASMOL: Per visualitzar els resultats de XAM, obrim els outputs de la superposició amb Rasmol (concretament obrim el fitxer de la superposició del model abans i després de l’optimització ja que al fitxer on s’inclou també la superposició dels models intermitjos no es visualitza clarament l’evolució perquè els canvis són massa petits):
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Observem com la majoria de l’estructura coincideix en el model optimitzat i el no optimitzat, encara que evidentment podem distingir alguna diferència com la que es mostra a la imatge de Rasmol on l’orientació d’algun residu ha canviat. En això consisteix l’optimització. 

3) PROCHECK: L’última part de l’anàlisi comparatiu entre el model optimitzat i el no optimitzat la fem mitjançant el programa Procheck. Abans de l’optimització ja hem fet l’anàlisi del model no optimitzat, així doncs ara tornem a executar el programa amb el model optimitzat (el PDB l’aconseguim del fitxer de la superposició dels dos models del XAM on tallem la primera estructura i ens quedem amb la última que és el nostre model optimitzat) per avaluar els canvis produïts més detalladament: 

$ procheck_single modelopt.ent 2.0

Utilitzem la mateixa ressolució que abans  perquè aquest ens ve determinada pels PDBs que hem fet servir per crear el model. A continuació mirem els mateixos arxius que anteriorment:

· Fitxer del sumari i mapa de Ramchandran:

 +----------<<<  P  R  O  C  H  E  C  K     S  U  M  M  A  R  Y  >>>----------+

 |                                                                            |

 | segonmodel.ent   2.0                                          288 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   71.5% core   24.8% allow    2.5% gener    1.2% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   29 labelled residues (out of 286)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      4 labelled residues (out of 157)                     |

+| Main-chain params:    5 better     0 inside      1 worse                   |

 | Side-chain params:    5 better     0 inside      0 worse                   |

 |                                                                            |

+| Residue properties: Max.deviation:     6.3              Bad contacts:    0 |

+|                     Bond len/angle:    4.9    Morris et al class:  2  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.61  Covalent:   0.07    Overall:  -0.33 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.7% within limits   0.3% highlighted                   |

 | M/c bond angles:  93.3% within limits   6.7% highlighted                   |

*| Planar groups:    78.7% within limits  21.3% highlighted       5 off graph |

 |                                                                            |

 +----------------------------------------------------------------------------+

   + May be worth investigating further.  * Worth investigating further.
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Observem com la representació de Ramachandran que obtenim després de l’optimització és pitjor que la del model no optimitzat (96’3% de residus en el core i l’allow vs. 97’5% d’abans i 3’7% de residus al gener i disall vs. 2’5% d’abans). Tot i així, això no ens ha d’estranyar ja que, si ens fixem en el nombre de bad contacts, veurem com han disminuït de 7 a 0 i perquè això sigui possible els angles de Ramachandran han de canviar i no es poden mantenir. Així que amb l’optimització hem millorat l’energia i hem disminuït els bad contacts (encara que no haguem pogut mantenir els angles de Ramachandran), i això és el que buscàvem precisament amb l’optimització del nostre model. 

Ens aquest moment ja hem acabat d’optimitzar i faltaria fer dinàmica molecular, però, tot i que ho farem a classe, ja no ho presentarem a aquestes pràctiques.

CONCLUSIONS DE LES PRÀCTIQUES:
Les conclusions que podem extreure d’aquestes pràctiques són moltes i variades, des d’adonar-nos de la dificultat i el temps que comporta analitzar fitxers i córrer programes fins a reflexionar sobre quines eines són més útils segons quin sigui el nostre objectiu. En cada pràctica ja hem explicat exhaustivament els avantatges i desventatges de cada programa, com funcionen i qué ens proporcionen, tot i que, de totes maneres, també caldria fer un petit resum molt breu de les utilitats principals vistes a aquestes pràctiques de cadascún a mode de recapitulació:

· Per trobar homologies: BLAST i PSI-BLAST (utilitzant com a perfil una matriu o un alineament); el segon ens permet trobar més homòlegs remots.

· Per obtenir una superposició d’estructures i veure les diferències entre elles a nivell de backbone i de cadenes laterals: XAM.  

· Per obtenir un alineament estructural (tot i que també proporciona un alineament de seqüència): STAMP.  

· Per obtenir alineaments, fer cerques d’homologia... mitjançant perfils: HMMER (paquet de programes).

· Per construir un model: MODELLER (hem utlitzat els alineament de Clustalw i HMM).
· Per fer l’anàlisi comparatiu de cada model: PSI-PRED i DSSP (a nivell d’estructura secundària), PROSA II (a nivell d’energia), PROCHECK (a nivell estereoquímic). 

· Per optimitzar el teu model: interfície GRUMOS.

Això només, però, és un petit resum de cada utilitat, el qual és més complert a l’explicació feta de cada programa durant aquestes pràctiques. Així, veiem com disposem de moltes eines per poder estudiar diferents molècules (proteïnes o peptíds en el nostre cas) i la dificultat està en saber triar quina és la més adequada segons el nostre objetiu. 

Dominis four-helix-boundle 





Centre hidrofòbic 





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). A la imatge 1 els residus apolars estàn en “spacefil”l i els polars en “cartoons” (viceversa a la imatge 2). 





Imatge 1





Imatge 2





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Detall de l’estructura de greek-key amb 2 fulles beta i 7 cadenes 





8 greek-keys





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Helix alfa





Beta hairpin





Centre hidrofòbic





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Hèlix2





Hèlix3





Hèlix4





Hèlix1





Exemple de la molècula “pdb5tim.ent” amb els residus apolars seleccionats (1864 residus) i visualitzats en “stick” i color “taronja”





Exemple de la molècula “pdb5tim.ent” amb els residus polars seleccionats (1902 residus) i visualitzats en “stick” i color “groc”





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Hèlix de DNA





Dominis de 5 hèlix alfa





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). Observem també (enquadrat en taronja) com la part de la proteïna que interacciona amb el DNA és majoritàriament polar, tot i que també es diferencien alguns grups hidrofòbics.





Un dels dos TIM beta/alfa barrel del pdb2ypi





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





pdb2ypi





Extrem N-terminal





Extrem C-terminal





Estructura tot alfa (4 hèlix alfa)





Estructura alfa/beta (2 open-sheet)





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





TIM-barrel (fulles beta paral·leles unides a hèlix alfa que envolten l’estructura de barril)





Beta-hairpin





3





4





2





1





4 hèlixs alfa agrupades (les dues primers són paral·leles i les dues últimes antiparal·leles)





Beta-hairpin





Greek-key





Beta meandre





Hèlix alfa





Beta-hairpin





Hèlixs alfa antiparal·leles





Beta-alfa-beta





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Comparació de la disposició dels residus polars (blau) i apolars (groc). 





Exemple d’una zona  on la superposició no és bona (les estructures de les sis globines difereixen)





Imatge de Rasmol de la superposició de els sis globines. 





Imatge en “backbone”





Imatge en “stick”





Superposició de les hèlixs 3 i 4 amb els residus 37-50 de l’hèlix 2





Superposició de les hèlixs 3 i 4 amb els residus 41-54 de l’hèlix 2





Imatge de la superposició de 12 residus de les quatre hèlixs 





Extrem C-terminal d’un dels PDBs originals (tots tenen la mateixa estructura en l’extrem C-terminal i així facilitem la visualització): hèlix alfa i loop.





El residu “glu 162” ha canviat l’orientació abans i després de l’optimització





Imatge de Rasmol del model optimitzat i no optimitzat amb color “Chain” i representació de “Balls and Sticks”





pdb “1gcs”





Motiu greek-key





Esquema d’un barril beta





Esquema d’un TIM beta/alfa barrel:





Esquema d’un open-sheet





C-terminal: residus 306-307





N-terminal: residus 18-19





Iris Uribesalgo Micás
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Imatge de la superposició dels quatre models obtinguda amb XAM
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_1116071397.bin

_1116070039.bin

_1116070068.bin

_1116070500.bin
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