

1) Descriu les comandes de LINUX més habituals amb exemples :

Com copiar fitxers  i directoris ?


Per tal de copiar fitxers d’un directori a un altre lloc, la comanda que es fa servir és ‘cp’, seguit de la ruta d’accés que s’ha de fer per accedir a aquest arxiu; si el volem copiar en el lloc on estiguem actualment, hem de posar després de la ruta un punt, per exemple:


cp /home/e16948/novell/HOME/practica1/notes .

Si en comptes de copiar-lo en el lloc on estiguem el volem copiar a un altre directori, l’únic que hem de fer és canviar el punt per la ruta d’accés que hem de seguir per tal d’arribar al nou directori. En el cas de copiar directoris, fem servir una variant de la comanda cp, que és ‘cp -R’, i amb aquesta comanda copiarem una cosa i totes les que deriven d’ella, és a dir, copiarem un directori i tots els arxius o altres directoris que estiguin dins d’aquest. Depenent de si el volem copiar al mateix lloc on ens trobem o en un altre directori farem el mateix que en el cas dels arxius.

Per comprovar que dins el directori nou s’ha copiat tot el que hi havia en l’original, farem servir la comanda ‘ls’, amb les seves diverses variants, com per exemple ‘ls –l’, que ens mostra tots els documents que hi ha dins un directori i els permisos que cadascun té.

Com escriure fitxers?


Per escriure fitxers necessitem editar-los amb un editor de text; hi ha diferents tipus d’editors de text, com ara ‘emacs’, ‘kwrite’ o ‘vi’, i el que hem de fer és escriure la comanda amb el nom del processador de text que volem utilitzar, seguit del nom de l’arxiu; si el nom de l’arxiu que li escrivim ja existeix en el directori on ens trobem, s’obrirà l’arxiu existent mostrant el seu contingut, i si el nom no correspon amb cap arxiu existent en aquell directori, en crearà un de nou que no contindrà res, en el que nosaltres podrem escriure i després haurem de guardar per tal de poder-lo conservar. Exemple: 


emacs practica1.1.txt 

Com canviar els noms i com canviar de lloc?


Podem canviar els noms dels fitxers amb la comanda ‘mv’; haurem de fer el mateix que per copiar fitxers, hem de posar mv seguit de la ruta d’accés fins arribar al document al que li volem canviar el nom, deixar un espai i seguidament posar el nom nou que li volem donar al document; si ens trobem en el directori on hi ha l’arxiu, no caldrà indicar tota la ruta d’accés, només posant el nom ja en tenim prou, per exemple:


mv practica_1.txt  notes_p1

També ens podem moure pels diferents directoris i crear-ne de nous. Per crear un directori hem de fer servir la comanda ‘mkdir’, seguit del nom que li volem donar al directori, seria com la comanda per editar un fitxer de text, però en aquest cas no se’ns obriria cap fitxer, sinó que només quedaria registrat el directori amb un nom. Per poder accedir a aquest nou directori i posar-hi documents necessitem entrar-hi, i per fer això necessitem la comanda ‘cd’, que ens canvia de directori quan posem la comanda seguida del nom del directori al qual volem entrar. De la mateixa manera podem sortir del directori, i per fer-ho hem de posar la comanda cd i dos punts, i ens retornarà al directori anterior: cd ..

Aquesta comanda és molt útil per moure’ns pels diferents directoris, i es poden fer diverses combinacions de la comanda per indicar les ordres juntes, per exemple, si tenim la següent arquitectura de directoris:
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Un cop dins el directori ja puc veure què hi ha, fent la comanda ‘ls’.

Com crear les teves variables d’entorn i executar-les?


Les variables d’entorn serveixen per facilitar l’entorn de treball d’un usuari; per exemple, si tenim una comanda molt llarga i la fem servir sovint, podem associar aquesta comanda a una única paraula de manera que quan escrivim la paraula clau, aquesta actuarà com si haguéssim escrit tota l’ordre. Per crear una variable d’entorn hem d’associar una paraula a una comanda de la següent manera:


alias rasmol=’/disc9/bin/rasmol’

D’aquesta manera, quan posem ‘rasmol’ farà l’ordre completa, i no farà falta escriure-la sencera.

La manera d’executar aquesta ordre a partir d’ara serà escrivint únicament la paraula ‘rasmol’, seguida del nom del PDB que volem obrir amb el programa rasmol. 

2) Fes servir el rasmol: Selecciona regions, calcula distàncies i guarda imatges. Comprova l’estructura secundaria i identifica els llocs polars i no polars segons els residus.

Per seleccionar regions amb el programa Rasmol ens cal primer de tot obrir una estructura; si obrim per exemple pdb1an2.ent, podem veure una estructura que es una unica cadena helix alfa.

Ja sabem que una de les caracteristiques de les helix es que els residus que es troben cada 4 residus es troben a un mateix costat de l'estructura; per poder visualitzar aquest fet, escriurem l'ordre : 

select 27,31,35,39,43,47 

i el programa ens selecciona tots aquests residus, i ara li diem al programa que ens els mostri diferent: 

display 'ball and stick' i colour 'CPK'
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Podem veure com efectivament, tots els residus estan orientats cap al mateix costat de l'estructura.
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Obrim ara un altre fitxer, per exemple 'pdb3hmg.ent', que es una proteïna molt gran, amb diferents cadenes.
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Per poder veure bé les diferents cadenes podem passar a veure l'estructura amb 'cartoons', i així veiem millor les estructures secundaries; si a més canviem el color segons de les cadenes (colours: 'chain'), podem diferenciar les cadenes per colors.
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Per analitzar millor l'estructura podem seleccionar només una cadena, això ho fem amb la comanda 'wireframe off', que ens deixarà la pantalla en negre, i després podem fer 'select *F' i ens seleccionarà la cadena F, que per veure-la haurem de canviar la manera de veure-la, per exemple a cartoons.
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Aprofitarem aquesta imatge per mostrar com calcular distancies: per calcular distancies hem d'escriure l'ordre 'pick distance',i si volem que ens la mostri per pantalla, escriurem també 'set picking monitor' i clicarem els dos atoms entre els que volem que el programa ens calculi la distància, i aquesta quedarà marcada en la imatge.
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Finalment, per mostrar un exemple d'identificar els llocs polars i no polars segons els residus obrirem un altre fitxer, per exemple el 'pdb1fem.ent', que correspon a un barril beta i veiem que té una petita hèlix alfa per allí al voltant, però que no forma part de l'estructura secundaria principal del barril. Per veure bé les estructures secundaries de les proteïnes fem servir la visualització en 'cartoons', que és la que ens dóna una idea més acurada de les làmines beta i de les hèlix alfa, i al poder girar l'estructura ens ajuda a fer-nos una idea de la forma tridimensional de la proteïna. Per exemple, aquesta proteïna vista en 'STICK' ens pot ajudar si el que volem és saber bé l'estructura química, però no per veure l'estructura secundaria, que veurem molt millor amb 'CARTOONS' :
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En aquesta estructura fem 'select polar', i ens quedaran seleccionats tots els residus polars, que hem marcat amb color verd i els veiem amb 'sticks'; podem veure com estan tots encarats cap a la part de fora del barril. De la mateixa manera, si fem 'select hydrophobic' ens seleccionarà els residus no polars, que veiem que estan orientats molt diferent dels polars; els apolars estan orientats cap  a l'interior de l'estructura de barril beta, i els polars cap a l'exterior de l'estructura, tal com es veu en les imatges:
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1) Estudi de plegaments :

Identifica 10 plegaments del directori PDB que es troba a la “practica_1”.                           Crea una imatge i raona l’estructura i per què creus que és aquest el plegament.                  Com es troben els residus polars i  els hidrofòbics?

- Plegament 1: ‘pdb1bdi.ent’

    Aquesta és una proteïna alfa/beta, formada per una sola cadena, on d’entrada podem distingir dues zones estrucruralment diferents: una zona inferior formada per dos motius open-sheet i una zona superior formada només per hèlix alfa.
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Respecte als dos dominis inferiors, sabem que es tracta d'una estructura open-sheet perquè hi ha una alternança d'hèlix alfa i de làmines beta, i el motiu que forma el plegament open-sheet és el motiu beta-alfa-beta; a més, en els motius en open sheet, les cadenes beta formen una làmina beta, i aquesta constitueix un nucli hidrofòbic, al voltant del qual hi ha més o menys organitzades les hèlix alfa, tal com podem observar en aquest cas.

Respecte a la part superior, observem una part tot alfa, amb 4 hèlix alfa, però el seu plegament no és ben bé tipus globina, és més poc definit, i aquesta és la part que s'uneix al DNA, com podem veure, que hi ha una estructura a sobre que representa el DNA; per tant, aquesta és una proteína d'unió al DNA.
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Si analitzem ara els residus polars de la proteïna, que en la imatge estan marcats en color blau, veiem com es situen la majoria en les hèlix alfa, i com en les làmines beta no n’hi trobem gaires, ja que les fulles beta són les que formen el nucli hidrofobic de l’estructura.

[image: image46.png]



[image: image47.png]




En el cas dels residus hidrofòbics, que veiem en les dues imatges següents marcats en verd, aquests es situen majoritariament en les fulles beta, i cap a l’interior de l’estructura en general, per tal de formar els nuclis hidrofòbics.
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- Plegament 2: ‘pdb1cbg.ent’

Aquesta proteïna està formada per una única cadena, que és un domini tipus alfa/beta, ja que observem com les hèlix alfa i les làmines beta estan barrejades, no separades en la seqüència. 
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En aquest cas, el plegament correspon a un TIMbarril: veiem com hi ha igualment motius beta-alfa-beta, ja que la proteïna es troba dins el grup de dominis alfa/beta, i aquests s'organitzen de manera que es forma un barril beta central, i al voltant queden disposades totes les hèlix alfa.
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En aquest tipus de plegament, es crea una doble cara hidrofòbica, una a l'interior del barril i l'altra pel contacte amb l'hèlix alfa; així doncs, veiem que els residus polars (hidrofílics) els podem veure a tot arreu, i es troben envoltant tota la proteïna; els residus apolars, en canvi, els trobem més organitzats, fonamentalment encarats al llarg de l'interior del barril beta, i també en la zona que queda entre la part de fora del barril beta i la part de dins de les hèlix alfa.

En les imatges següents observem aquesta disposició dels residus polars primer, i després dels residus hidrofòbics:
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En les dues imatges anteriors, en la primera podem observar com els residus polars es troben per tot arreu, i en canvi en la segona imatge veiem com els hidrofòbics estàn més organitzats, cap a l’interior de l’estructura formant aquesta doble banda hidrofòbica.
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En aquesta imatge veiem seleccionats uns quants dels residus hidrofòbics i marcats en verd, en la forma sticks, de manera que veiem la orientació dels seus residus; aquests aminoàcids son leucines, fenilalanines, metionines, valines, glicines o prolines, i els seus residus s’orienten cap a l’interior del barril beta format per les lamines beta, o cap a la interfase que queda entre l’exterior del barril i l’interior del cercle que formen les hèlix alfa.
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- Plegament 3: ‘pdb1an2.ent’
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 Aquesta proteïna està formada per una única cadena, i aquesta forma una única hèlix alfa com podem veure en la imatge.Veiem també com seleccionant un de cada 4 residus, aquests es situen orientats cap al mateix costat de l'estructura, i això és una característica de les hèlix alfa.
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En les següents imatges, en la de l’esquerra hem seleccionat tots els residus polars (hidrofilics), que veiem marcats en 'strands', i que són la majoria; això es pot explicar perquè les hèlix alfa son estructures poc voluminoses, que generalment estan en contacte per tots els costats amb el medi exterior, i moltes vegades el medi exterior serà aqüós, de manera que necessita tenir molts residus hidrofilics per interaccionar amb l'aigua i així ser estable.

En la imatge de la dreta, hem seleccionat els residus hidrofòbics, i veiem que no n'hi ha tants perquè pel fet de no interaccionar bé amb l’aigua, podrien desestabilitzar l’estructura. Caldria veure però la composició d’algunes hèlix alfa que estéssin insertades en la membrana, i segurament aquesta proporció canviaria, ja que en aquest cas seria el contrari, els residus hidrofòbics estabilitzarien l’hèlix dins de la membrana.
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- Plegament 4: ‘pdb1fem.ent’
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En aquest cas veiem una estructura també formada per una única cadena, que podem considerar de la classe beta tot i tenir uns petits incisos d'hèlix alfa; les cadenes beta s'organitzen formant un 'meandre' gracies als ponts d'hidrogen que es formen entre les cadenes beta; aquest meandre es plega en forma de barril, de manera que es forma l'estructura anomenada Barril beta, deixant un forat al centre. La hèlix que hi trobem no forma part de l'estructura propiament dita, i considerem la seva presencia anecdòtica considerant l'estructura igualment tot beta. Veiem dues visions: des de dalt es pot apreciar el canal central, i des del costat:
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Si analitzem ara els residus polars:
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Podem veure com aquests es situen tots encarats cap a fora del canal, per poder estabilitzar millor l'estructura en medis aquosos, i deixant la part central del canal gairebé lliure de residus polars.
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En el cas dels residus hidrofòbics, veiem com es situen més amagats, cap a l'interior del l'estructura i sobretot omplint bona part del canal central que formen les cadenes beta, com veiem en les dues imatges: 1femapolar i 1femapolar2.
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- Plegament 5: ‘pdb1gbg.ent’

Aquí tenim una estructura de la classe tot beta, amb una única cadena, que forma com dues làmines beta enfrontades una contra l'altra; no hi ha però estructura de meandre, i la primera beta fa ponts d'hidrogen amb la última, per tant tenim aquí una estructura de jelly-roll, que acaba sent com una forquilla plegada sobre ella mateixa. 
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En aquesta imatge hem seleccionat més o menys les cadenes beta que formen una de les dues làmines, i veiem com no hi ha estructura de beta meandre perquè els loops no uneixen aquestes cadenes beta consecutivament, sino que se'n van cap a cadenes beta que formen l'altra làmina.
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Seguidament veiem l’anàlisi dels residus hidrofílics i hidrofòbics de l’estructura; els residus polars es troben en la imatge  marcats en color blau i en ball & stick, i veiem com es troben tots encarats cap a la part de fora de l'estructura, per fer les interaccions de solvatació amb l'aigua necessàries per quedar dissolta; per altra banda, els residus apolars (hidrofòbics) que veiem aquí marcats en color lila, es situen més encarats cap a la superfície que queda entre les dues làmines beta, omplint aquesta interfase:
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- Plegament 6: ‘pdb3hmg.ent’

En aquest cas veiem una proteïna bastant complexa formada per 6 cadenes iguals entre elles

  tres a tres, diferenciades per 6 colors en aquesta imatge.
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Si ara seleccionem dues d'aquestes cadenes representatives podrem estudiar millor l'estructura de cada una de les cadenes, i com que son iguals entre elles A,C i E, i B,D i F  passarà el mateix en les altres dues que siguin iguals que les que analitzem.
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Seleccionem per exemple les cadenes A i B, una representativa de cada grup;


- en la cadena A: veiem la cadena A, que consta d'una part globular i d’una altra part sense estructura secundaria organitzada en forma d'un conjunt de loops i extensions.
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Si ara ens centrem en la part globular de baix veiem com és una estructura tot beta, amb unes poques regions hèlix alfa que no considerem ja que no estan formant part de l'estructura fonamental, i que les cadenes beta formen dues làmines beta enfrontades l'una amb l'altra, en les que no hi ha una estructura de beta meandre sinó de Jelly roll, ja que veiem com els loops conecten cadenes d'una làmina amb cadenes de l'altra, i la primera cadena fa ponts d'hidrogen amb la última:
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 En les dues imatges següents, els residus polars marcats en vermell veiem que es situen encarats cap a la part de fora de l'estructura, i no omplen l'espai que queda entre les dues làmines beta; i els residus apolars marcats en porpra es situen més amagats en l'estructura, i omplint la interfase que hi ha entre les dues fulles que formen el Jelly roll:
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- en la cadena B:


 veiem com aquesta cadena conté cadenes alfa i beta; la part més llarga de l'estructura està formada per dues helix alfa antiparaleles, i a la part de dalt hi ha una interacció entre dos beta hairpins i cadenes alfa, com veiem an la següent foto amb més detall:
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 Si analitzem els residus polars d'aquesta cadena, que veiem en la imatge de l’esquerra, veiem com n'hi ha pocs en les hèlix llargues i en canvi n'hi ha bastants en la part de dalt de l'estructura; els residus apolars veiem que a la part de dalt quasi no n'hi ha, i que es concentren tots en la part mitja dreta de l'estructura, potser perquè aqui hi ha una butxaca hidrofòbica en l'estructura completa:
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Ara veiem l'estructura sencera amb els residus polars (verd) i els apolars (groc):
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Com en tots els altres casos, veiem com també en el cas de proteïnes grans, formades per diverses subunitats, els residus polars (en verd) es situen formant una capa al voltant de la proteïna de manera que aquesta queda bastant protegida de l’aigua, i com els residus hidrofòbics (en groc) s’amaguen més, intercalant-se en les estructures més interiors de la proteïna.

- Plegament 7: ‘pdb1neu.ent’

Aquí veiem una proteïna formada per una única cadena i majoritariament per motius de cadenes beta, encara que també podem veure unes petites parts d'hèlix alfa, però que com ja hem dit en altres casos, no participen en l'estructura i estàn aquí de forma anecdòtica. Considerem doncs una estructura tot beta, que si li analitzem la composició de les cadenes beta podem veure com no formen un meandre ja que  els loops que les uneixen no segueixen la continuitat de les cadenes, sinó que salten de làmina a làmina. Això doncs descarta la possibilitat que sigui un beta barril; si mirem més detalladament les dues làmines beta que formen aquesta estructura veiem que el motiu bàsic que les forma és el greek key, i aquí tenim el plegament més senzill d'aquest tipus, que és el format per 2 greek key en forma de sandwitch; el plegament per tant és el 'greek key beta sandwitch'.

Si ara analitzem la posició dels residus hidrofòbics i dels hidrofílics:


Els residus hidrofòbics: En les dues imatges següents veiem una vista des de davant i una de costat, les cadenes laterals dels aminoàcids hidrofòbics es situen mirant a l'interior del sandwitch format per les dues làmines beta, omplint l'espai que queda entre aquestes i creant així aquest espai hidrofòbic:
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Els residus hidrofílics: en el cas dels residus polars, aquests es situen més cap a l'exterior de la proteïna, fent com una protecció per interaccionar amb l'aigua, i observem en la imatge de lateral com l'espai que queda entre les dues lamines beta està practicament buit de residus polars.
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- Plegament 8: ‘pdb1opa.ent’

Aquí veiem una proteïna formada per dues cadenes amb la mateixa estructura: ens centrarem en una de les dues cadenes per poder analitzar millor la seva estructura, per exemple la cadena A: 



fora, no n'hi ha que creuen pel mig del canal que deixa el barril, de manera que tenim un beta meandre, que es replega sobre ell mateix fins a formar una estructura de barril beta.


Si ara mirem la disposició dels residus hidrofòbics i hidrofílics, veiem que linialment, es situen alternats en la seqüència, veient-se els residus hidrofobics de color taronja i els polars de color

blau.


Així mateix, la orientació dels residus hidrofòbics es situa cap a dins del canal que forma el barril beta, creant una zona hidrofòbica, i els residus polars de l'estructura es situen mirant a l'exterior de l'estructura, per poder interaccionar millor amb el seu solvent:
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- Plegament 9: ‘pdb1nfn.ent’





Aquesta és una estructura íntegrament tot alfa, composta per 4 helix alfa disposades dos a dos i paral.leles entre elles.


Si ara mirem com es situen els residus hidrofílics i els hidrofòbics, per exemple seleccionant només una hèlix (residus 129 - 164), veiem en la imatge de l’esquerra els residus hidrofòbics en verd i els hidrofílics en blanc, i podem observar com la majoria dels hidrofòbics es situen a una banda de l'hèlix i els hidrofílics a l'altra, formant una hèlix amfipàtica.

 Si ara mirem l'estructura formada per les 4 hèlix veiem com en les dues imatges inferiors, totes formen cap a l'interior un nucli hidrofòbic en verd i cap a l'exterior una regió hidrofílica en vermell, tret característic del plegament 4helix bundle:
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- Plegament 10: ‘pdb2ypi.ent’


Tenim aquí una estructura formada per dues cadenes iguals, de les que ens centrarem en una, per exemple la B:


 En aquesta imatge podem veure com es tracta d'una estructura del grup alfa/beta, ja que té tant cadenes alfa com beta (motius beta-alfa-beta) que es troben barrejades en la seqüència.

S'organitzen formant un barril beta a l'interior, i una esfera d'hèlix alfa per fora d'aquest, creant així una doble cara hidrofòbica, una a l'interior del barril i l'altra entre el barril i les hèlix alfa. Les cadenes beta formen ponts d'hidrogen entre elles per mantenir aquest barril beta.

En conjunt, aquesta estructura és el TIMbarril.

Per poder veure aquesta doble cara hidrofòbica que es crea marquem els residus hidrofòbics en color violeta, i veiem com tots miren cap a l'interior de l'estructura, i surten tant de les helix cap a dins com del barril beta cap a dins i cap a fora. En canvi els residus polars (hidrofílics), marcats en vermell s'orienten en totes direccions cap a fora de l'estructura:
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1) Descriu cóm 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.


En aquesta pràctica hem fet servir blast, psi-blast i clustalw per tal ce cercar remots homòlegs a una proteïna problema. En el nostre cas, la proteïna problema es diu hbb_tarsy.sw, i té la següent seqüència:

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

MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH
El que hem de fer primer és un BLAST, per tal de poder trobar el nom de les proteïnes que se li assemblen més, i després, podrem anar a swissprot a buscar les seqüències que corresponen a aquests noms. Hem de baixar-nos les seqüències en format FASTA. BLAST es pot fer tant sobre la base de dades Swissprot com sobre PDB, amb la diferencia que si ho fem amb PDB només obtindrem proteïnes homòlogues a la nostra que estiguin cristal.litzades, i si ho fem sobre Swissprot obtindrem moltes més seqüències, tot i que pot ser que algunes estiguin repetides, o no estiguin completes. Fem primer un blast sobre swissprot, i d'aquí agafarem les millors seqüències per després comparar-les amb les millors que ens hagin sortit de psi-blast amb PDB, i amb totes aquestes farem un aliniament amb clustalw.

La comanda per fer el blast és la següent:

/disc9/BLAST/EXE/blastall -p blastp -i hbb_tarsy.sw -d /disc9/DB/blast/pdb -o blast_swis2.out

Hem utilitzat l'opció de blastall -p blastp perque el que volem és comparar proteïnes vs proteïnes; si ens interessés fer-ho entre nucleòtids, hauríem de fer servir l'opció -p blastn. Amb l'opció -d li especifiquem sobre quina base de dades volem fer la cerca, que pot ser Swissprot o PDB. A -i hi posem la seqüència problema, i -o és l'arxiu de sortida.

A part, hi ha altres opcions del programa, com ara -e, que ens serveix per especificar un e-value, que per defecte és 10.0, i l'opció -F que fa referència a la utilització de filtres, l'opció -S que fa referència a l'ús de només una cadena de la proteïna per fer la cerca, -T, que produeix un output en html, i -l, per restringir la cerca a certs GI's de la base de dades.

Amb els resultats que ens surtin aquí els compararem amb els que obtinguem per psi-blast.

Els resultats obtinguts per blastp sobre PDB mostren un conjunt de seqüències amb diferents graus d'homologia amb la nostra, les primeres de les quals són les que mostrem a continuació, amb un 90% d'identitat amb la nostra en els millors casos:

                                                                                                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

L'altre mètode per trobar homòlegs a una proteïna és PSI-BLAST (blastpgp), que és una mica millor perquè et deixa canviar més paràmetres. Amb aquest altre programa, el que ens permet és recuperar esglaons perduts que potser han passat desapercebuts amb el Blast, i que aquí solucionem gràcies a que aquest programa fa més iteracions, i el blast només una; aquest programa, doncs, és capaç de fer cerques iteratives en les que les seqüències trobades en una iteració s'utilitzen per construïr un perfil amb les millors puntuacions i utilitzar aquest en la següent volta de cerca. Els diferents paràmetres que podem variar ens són útils per tal de poder refinar la nostra cerca, i són els següents:


-j aquest paràmetre determina el nombre maxim d'iteracions que fem


-C aquest paràmetre va seguit del nom del fitxer de la matriu creada a partir de la primera cerca


-R amb aquest paràmetre em dóna la possibilitat d'agafar el fitxer de la matriu que m'ha resultat de la cerca amb pro-blast i fer-la córrer de nou


-B és el fitxer que li entrem cam a paràmetre en l'aliniament múltiple que creem amb CLUSTALW, però primer l'hem de modificar una mica traient-li els asteriscs i la capçalera

Les comandes per utilitzar psi-blast són dues, la primera es fa sobre sobre la base de dades swissprot, i la segona sobre PDB

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -j 2 -d /disc9/DB/blast/swissprot -C hbb_tarsy.bls01 -o hbb_tarsy.out01

Amb aquesta opció hem repetit la iteració 2 vegades (perquè -j = 2), i obtenim un fitxer ‘hbb_tarsy.bls01’, que conté una matriu que serveix com a fitxer intermediari, i la sortida ‘hbb_tarsy.out01’, que conté totes les sequëncies homòlogues que ens ha trobat al fer la cerca, cadascuna amb un e-value assignat; les primeres seqüències trobades són:

                                                                                                                     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

La identitat de les millors seqüències sense contar-la a ella mateixa arriben al 97%.

Seguidament fem la segona comanda: en aquesta comanda fem servir la opció -R, que ja hem dit que era per fer servir la matriu que m'ha sortit de la comanda anterior i fer-la córrer de nou.

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -R hbb_tarsy.bls01 -C hbb_tarsy.bls02 -j 2 -o hbb_tarsy.out02 -d /disc9/DB/blast/pdb

Aquí també hem repetit la iteració dues vegades (-j = 2), fem servir la matriu  de la comanda anterior i obtenim una segona matriu ‘hbb_tarsy.bls02’. En la sortida ‘hbb_tarsy.out02’ mostrem les primeres seqüències trobades:


                                                                                                   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

Aquestes seqüències que ens ha trobat tenen una identitat amb la nostra que arriba a un màxim de 67%, pitjor que amb el blastp. 

Això pot ser perquè les dues tècniques no són comparables a nivell d'identitat o d'e-value, ja que la manera de procedir a la cerca és diferent perquè en el cas del blast partim d'una sola seqüència, i per tant trobarem seqüències que s'hi assemblin molt encara que haguem d'introduir algun gap, en canvi, en el mètode del psi-blast, per fer la cerca de les seqüències ens basem en un perfil format per moltes seqüències, i trobarem seqüències que encaixin bé amb tot el perfil, per això es considera que és un mètode més sensible, perquè detecta seqüències que potser no s'assemblen tant a la teva proteïna en concret però si al perfil que segueix la teva proteïna problema, discrimina més. Així doncs, amb psi-blast detectem homologies remotes, perquè les seqüències que trobem no  s'assemblen exclusivament amb la nostra proteïna sinó amb tota la família de proteïnes a la qual pertany la nostra.

Respecte als e-values, són diferents perquè la matriu de la que partim en cada cas és diferent, tot i així, d'e-70 a e-75 tampoc varia gaire, i és més important en aquest aspecte fixar-nos en que els valors d'e-value pitjors que trobem amb psi-blast són molt més alts que amb blast, és a dir, la cerca és més homogènia perquè està basada en una matriu de la família de proteïnes problema.

Respecte a la identitat, hem vist com les millors seqüències trobades amb blastp tenen més identitat (fins a un 90%) amb la nostra que les trobades amb psi-blast (fins a un 67%), però amb això no n'hi ha prou per determinar la identitat, perquè cal veure si aquesta identitat és sobre la mateixa llargada de proteïnes, perquè no és el mateix un 90%d'identitat en 300 aminoàcids que en 100.

A part tenim una altra possible funció de psi-blast, que ve donada per la comanda:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -B llista.aln -j 2 -d /disc9/DB/blast/pdb -o hbb_tarsy.out03

En aquesta comanda utilitzem l'opció -B de psi-blast, que ens permet fer una cerca a partir d'un aliniament donat. La part interessant d'aquesta opció és que aquest aliniament el podem treure de diversos llocs, com per exemple :

· podem agafar l'aliniament que ens ha sortit d’un clustalw, per així restringir la cerca encara més

· podem fer aquest aliniament a mà, agafant algunes seqüències que tinguin un interès especial per nosaltres

· podem treure aquest aliniament d'un Model de Markov Ocult, que haurem obtingut a partir de fer un STAMP, és a dir, serà en aquest cas un aliniament estructural, que també ens pot ser útil per fer una nova cerca.

Provarem aquesta comanda a partir d'un aliniament obtingut amb Clustalw seleccionant les millors seqüències del psi-blast anterior.

Les seqüències que hem escollit per aliniar amb Clustalw son les cinc primeres:


1hbr chain D


1faw chain B


1faw chain D


1a4f chain B


1c40 chain B

El resultat del clustalw és el següent:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment
1HBR_D_HEM      -VHWTAEEKQLITGLWGKVNVAECGAEALARLLIVYPWTQRFFASFGNLSSPTAILGNPM

1FAW_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1FAW_D_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1A4F_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

1C40_B_HEM      -VHWSAEEKQLITGLWGKVNVADCGAEALARLLIVYPWTQRFFSSFGNLSSPTAILGNPM

gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAK

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

1HBR_D_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFSQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFS

1FAW_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1FAW_D_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1A4F_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

1C40_B_HEM      VRAHGKKVLTSFGDAVKNLDNIKNTFAQLSELHCDKLHVDPENFRLLGDILIIVLAAHFA

gi|122699|      VKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFG

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

1HBR_D_HEM      KDFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1FAW_B_HEM      KEFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1FAW_D_HEM      KEFTPECQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1A4F_B_HEM      KEFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

1C40_B_HEM      KEFTPDCQAAWQKLVRVVAHALARKYH

gi|122699|      KEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

                *.***  *** **.*  ** ***.***
Veiem que són molt iguals, perquè hem agafat les cinc primeres, que normalment són les més iguals, però només voliem aquest aliniament per provar l'altra opció del psi-blast, que l'executem i ens dóna el resultat següent:(per executar aquesta comanda hem de treure els asteriscs del fitxer clustalw, i guardem en el fitxer llista.ast): 


                                                                                                    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

Només hem agafat les primeres seqüències, i veiem que les primeres seqüències tenen el millor e-value que hem vist fins ara; la idea d'aquesta comanda és fer el mateix que un psi-blast, però el que canvia és el perfil que agafem per fer la segona volta, perquè en el cas de psi-blast normal prové d'una cerca sobre swissprot, i en canvi aquí prové d'una cerca completa amb psi-blast que hem aliniat en un clustalw: en aquest cas els resultats dels dos procediments potser no són gaire comparables perquè per fer el clustalw hem agafat poques seqüències i eren molt iguals entre elles,era només per fer una prova, però la idea és poder comparar els dos resultats i veure que encara et surten seqüències més específiques amb aquesta utilitat, perquè l'aliniament que agafa com a perfil ja serà representatiu de la nostra proteïna problema.



1) Descriu cóm fer servir el mètode de Hidden Markov Models (HMM) per comparar i aliniar seqüències::

Crea un model de Markov. Descriu les bases de dades de models de Markov. Desenvolupa un mètode per tal de cercar a 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?. 


Els HMM ens permeten solucionar alguns problemes que ens surten fent cerques amb BLAST, ja que amb blast no podem arribar a trobar segons quines coses, per exemple, si fem un blast amb una sequencia problema i ens surten diversos hits que corresponen a una família de proteïnes, no podem assegurar que la nostra proteïna pertanyi a aquesta família només amb aquestes dades del blast; amb els HMM sí que podem veure això.

Els HMM són models estadístics que són el perfil consens de l'estructura primaria d'una família de proteïnes, és a dir, models sobre els residus clau que es troben conservats sempre a unes distàncies característiques en la mateixa família de proteïnes. Podem recórrer a aquests models per comparar una proteïna amb aquests, i veure si hi pot pertànyer o no. Aquests models utilitzen puntuacions específiques de posició per cada aminoàcid (o nucleòtid si parlem de RNA/DNA), i també puntuacions específiques per obertura i extensió d'insercions o delecions (en canvi en l'aliniament tradicional els paràmetres són independents de posició), de manera que amb això capturen informació important referent al grau de conservació en diverses posicions de l'aliniament múltiple, i al grau de variació sobre quins gaps i insercions són permesos.

Podem fer llibreries amb molts perfils, i aplicar-los a una comparació amb genomes sencers per tal d'identificar noves proteïnes que puguin pertànyer a una família, comparant doncs seqüències contra aquests perfils, o també perfils contra seqüències.

Aquest procés, però, també té limitacions, per exemple que no té en compte correlacions d'ordre d'aminoàcids que poden ser importants per la funció de la proteïna, ja que assumeix que la identitat d'una posició concreta és independent de la identitat de les altres posicions, i això podria ser important considerar-ho; una altra limitació és que no construeixen bons models a partir de seqüències de RNAs, perquè els HMM no poden descriure els aparellaments de bases.

La idea general dels HMM és obtenir una matriu que ens dóni la probabilitat d'obtenir un residu concret en una posició per a una familia de proteïnes, per poder comparar aquestes dades amb altres perfils de families o amb altres seqüències i poder veure si hi ha una relació entre aquestes.


Hi ha diversos programes dins aquest paquet, que ens serviran per fer diferents coses:

- hmmalign: amb aquest programa aliniem seqüències amb un model de Markov existent.

- hmmbuild: serveix per construir un model a partir d'un aliniament múltiple de seqüències.

- hmmcalibrate: a partir d'un HMM, es determinen paràmetres empíricament que seran utilitzats per fer cerques més sensibles, gràcies a que es calcularan e-values amb uns valors més acurats.

- hmmconvert: per interconvertir models en diferents formats.

- hmmemit: per emetre seqüències probabilísticament des d'un perfil de HMM.

- hmmfetch: per anar a buscar un model d'una base de dades d'HMM.

- hmmindex: per indexar una base de dades de HMM.

- hmmpfam:  per buscar per una seqüència problema resultats en una base de dades de HMM.(una seqüència sobre una base de dades de HMM)

- hmmsearch: per buscar seqüències resultats d'una base de dades que encaixin amb un HMM.(un HMM sobre una base de dades de seqüències)


En aquesta practica aprendrem a utilitzar el HMMER, i per això farem diverses coses, que requeriran l'us d'arxius importants com ara els següents:

- globins50.msf: un aliniament de 50 seqüències de globines en format MSF

- globin630.fa: conté 630 seqüències de globines en format FASTA que no estan aliniades

- fn3.slx:  un aliniament de dominis de fibronectina de tipus III en format SELEX

- rrm.slx: un aliniament de dominis amb motius de reconeixement d'RNA en format SELEX

- rrm.hhm: un exemple de HMM, construït a partir de l'arxiu rrm.slx

- pkinase.slx: un aliniament de dominis catalítics de proteïnes quinasa en format SELEX

- Artemia.fa: conté nou dominis de globines repetits en tàndem

- 7LES_DROME: la seqüència d'un receptor tirosina quinasa amb múltiples dominis de Drosophila, extreta de Swissprot

· En aquesta pràctica, primer construirem un HMM a partir de l'arxiu globins50.msf, que ja hem comentat que conte un aliniament de seqüències de globines; després farem un calibratge per treure desviacions, i després farem una cerca sobre una base de dades amb el model per tal de buscar seqüències relacionades.

A) El primer pas és la construcció del model mitjançant 'hmmbuild', que serà la comanda:

hmmbuild globin.hmm globins50.msf

L'arxiu ‘globin.hmm’ és el que contindrà el model construït a partir de les seqüències de globines aliniades, que si l'obrim veiem que està en forma de matriu.

B)El segon pas és fer una calibració; aquesta serveix per incrementar la sensibilitat de la nostra cerca, la comanda per fer-la es:

hmmcalibrate globin.hmm

Amb els models calibrats detectarem més homòlegs remots que amb els no calibrats.

C) Després d'això passem a fer la cerca; a partir del HMM que hem construït i calibrat busquem dominis globina en ‘Artemia.fa’, que seran les seqüències que estiguin relacionades amb el nostre model. El resultat ens mostra unes quantes seqüències homòlogues al nostre model:


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]

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        4.3e-11

S13421        1/8              1          139 [.        1          162 []     22.8        9.3e-11

En aquest arxiu ens mostra primer les opcions i paràmetres que ha fet servir el programa, i després ens mostra la llista de les seqüències que ha trobat, ordenades segons el seu e-value; per defecte, les seqüències amb un e-value menor que 10.0 es posen en aquesta llista. En aquesta llista ens diu el nom de la seqüència seguit del nombre d'aquest (per exemple el primer seria el sisè dels vuit dominis totals que ha trobat). També ens diu amb els parametres 'seq-f' (sequence from) i 'seq-t' (sequence to), els punts inicial i final de l'aliniament en la seqüència target respectivament, i després els mateixos punts respectius en el model (hmm-f i hmm-t).

 Després en l'arxiu ens mostra tots els aliniaments de cada seqüència trobada amb la seqüència consens de l'HMM, on en la seqüència consens hi ha l'aminoacid més probable en aquella posició segons l'HMM, i en el que les lletres en majúscula signifiquen que estan altament conservats (és a dir, que tenen una probabilitat > 0.5 en models de proteïna i >0.9 en models de DNA); la línia del mig de l'aliniament mostra lletres si hi ha coincidencia exacta en l'alinament, o mostra un signe + si la substitucio té un score positiu (i és per tant una substitució conservativa veient-la en aquesta posició particular en el HMM).


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 

Finalment l'arxiu mostra l'histograma de puntuacions, on es mostra puntuació creixent en l'eix de les Y, i el nombre de seqüències resultants trobades representat en l'eix de les X:


Histogram of all scores:

score    obs    exp  (one = represents 1 sequences)

 -----     ---      ---

  343      1      0|=                                                          

També podem utilitzar HMMER per fer cerques a bases de dades més grans fent servir alhora hmmsearch i blast:

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

Això seria una alternativa a aquesta tercera part : en comptes de buscar els homòlegs remots a partir d'un perfil podem fer una cerca amb blast a swissprot per trobar homòlegs, i la sortida que obtenim és diferent, i és la següent:


Scpores for comlete sequences (score includes all domains):

Sequence                        Description             Score    E-value  N 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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


Veiem com els resultats obtinguts amb aquesta alternativa són molt millors que els obtinguts amb la comparació amb la base de dades Artemia; podem explicar això ja que la base de dades swissprot és molt gran, i en ella hi podem trobar moltes més seqüències que hi poden ser homòlogues.

· Ara ja hem construït el model i li hem trobat homòlegs; la segona part de la pràctica consisteix en buscar un perfil HMM de la base de dades HMM per una seqüència problema. Primer caldrà crear la nostra base de dades, i això ho podem fer de dues maneres, amb l'opció -A o concatenant arxius HMM ja construits. Després compararem una seqüència amb la base de dades formada pels perfils que li hem introduït, i finalment ens baixarem la base de dades pfam i tornarem a analitzar la seqüència ara contra la base de dades pfam.

A) per construir la nostra base de dades d'HMM ho podem fer de dues maneres:


- Amb l'opció -A de hmmbuild: -A significa 'acumular'



>hmmbuild -A myhmms rrm.slx



>hmmbuild -A myhhms fn3.slx



>hmmbuild -A myhmms pkinase.slx



>hmmcalibrate myhmms


- Concatenant arxius HMM que ja estan construits:



>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

En els dos casos agafem només tres perfils, i els introduim en una base de dades a la que anomenem 'myhmms'; en aquest arxiu hi ha els tres models que hi hem introduït en forma de matriu.

B)Ara que tenim els tres perfils, passats a DB, hem de comparar una seqüència amb aquesta base de dades, i la seqüència que comparem és la 7LES_DROME. La comanda per fer això és la següent:

>hmmpfam myhmms 7LES_DROME >respfam.txt

Els resultats obtinguts els mostrem a continuació, dividits en seccions:

1.Capçalera: et dóna la informació sobre els paràmetres que ha utilitzat per fer la cerca.

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).

2.Classificació de la família de seqüències: mostra les famílies de seqüències que ha trobat semblants a la nostra amb les puntuacions millors; les puntuacions dels E-values mostren que la nostra seqüència problema conté un o més dominis pertanyents a altra familia de dominis.


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

3. Llista de l'anàlisi de dominis que està ordenada per posició en la seqüència, 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

En aquests valors, el de rrm és massa alt, i això ho veiem perquè tot i que ens mostra aquests dominis com a hit, en la llista més detallada veiem que la nostra proteïna no conté cap domini rrm. Aquest resultat es mostra, tot i que no és significatiu, perquè aquests programes de cerca mostren el 'soroll'; si no volem que ens surtin, només ens cal posar un límit d'E-value.

4. Mostra l'aliniament de la nostra proteïna amb cadascuna de les que ha trobat en la cerca.. Aquí mostrem només l'aliniament amb la primera 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  

C) Ara ens baixarem la base de dades pfam de la web, que conté tots els perfils de HMM, per després poder comparar la nostra seqüència problema amb aquesta base de dades en comptes d'amb la base de dades tan petita que nosaltres hem creat. Per baixar-nos la base de dades fem servir la comanda:

>setenv HMMERDB /disc9/DB/pfam/

i després ja podem executar la comanda següent per comparar la nostra seqüència amb aquesta base de dades:

>hmmpfam Pfam 7LES_DROME > pfamresultats

El resultat que obtenim és:


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


Ara surten moltes més seqüències relacionades que no pas abans, ja que la base de dades pfam conté tots els perfils de HMM i en la nostra base de dades 'myhmms' només hi havia 3 perfils.

· En la tercera part de la pràctica utilitzarem 'hmmalign' per crear un aliniament múltiple: s'usa un petit perfil per aliniar un conjunt gran de seqüències. Seria com fer un clustalw, però amb clustalw tardariem molt a fer un aliniament múltiple de moltes seqüències i amb aquesta aplicació dels HMM ho fa ràpidament. D'aquesta manera és com s'actualitza la base de dades pfam a mesura que creix la base de dades de seqüències.

La comanda per fer això és la següent:

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

On el resultat és a ‘globins630.ali’, i utilitzem com a entrades l'arxiu ‘globins630.fa’, que conté les 630 proteïnes que volem aliniar, i ‘globin.hmm’, que és el nostre model de HMM (fet a partir de 50 globines).

El resultat de l'aliniament és: (mostrem només la primera part)


# 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------..------

GLB2_MORMR        ...................................PIVD--S..GSVSPL

GLB2_TYLHE        .................................ssD------..----HC


Si ara comparem els resultats obtinguts amb la cerca a swissprot amb psi-blast i la cerca a swissprot amb perfils de HMM, observem que en aquesta última trobem uns E-values millors que no amb psi-blast, és a dir, les seqüències trobades són millors. Cal dir però, que les seqüències (en aquests dos casos seran perfils) amb les que hem fet la cerca són diferents en els dos casos. Ja sabem que no es poden comparar ben bé aquests dos mètodes, però com ja hem dit al principi, aquest sistema de HMM ens serveix per millorar les limitacions de Blast i Psi-blast.





1) Fes servir XAM per a calcular el RMSD:

Calcula el millor RMSD entre les estructures de les hèlix 1, 2, 3 i 4 del directori de “practica_4/XAM”. Quins són els intervals de residus més adecuats per tal d’obtenir el millor aliniament estructural?


En aquesta pràctica farem servir el programa XAM per superposar estructures.

Per superposar dues estructures hem de fer dos moviments: Rotació i Translació; identifiquem unes posicions en cada estructura a superposar en forma de vectors, que siguin les que haurien de quedar superposades, i el programa haurà de trobar la diferència mínima entre aquestes; per fer això el programa utilitza una fórmula, el valor resultant de la qual anomenem 'root mean sqare deviation' o RMSD, i el que haurà de fer el programa és minimitzar aquest valor per aconseguir la millor superposició entre les estructures.

En la pràctica haurem de buscar l'RMSD més petit per superposar 4 hèlix alfa diferents, de manera que per minimitzar aquest valor haurem de superposar només parts de les hèlix, ja que si les superposem totes senceres són massa diferents i no podrem aconseguir un valor RMSD prou baix.

Tenim 4 hèlix a superposar; si miro el pdb de les quatre puc observar que tenen diferent número de residus:

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

Si les obro amb rasmol :
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Veig que les hèlix 3 i 4 són força semblants, la 2 és una mica més diferent i la 1 és la més diferent de totes, ja que està una mica corbada, però de la part central està bastant recta, per tant serà aquest tros el que intentarè superposar amb les altres.

Com que he vist que la 3 i la 4 són les més semblants i a més tenen el mateix tamany, intentaré en primer lloc superposar-les bé i després anar-hi afegint les altres dues.

Per començar a superposar les estructures he d'executar el programa XAM, amb la comanda següent:

/disc9/Superposition/xam/xam

Llavors, el programa em va fent diverses preguntes per tal de que li pugui introduir els paràmetres que vull utilitzar per superposar les meves estructures; les preguntes que em demana són diverses:

· Primer em pregunta el nom de la sortida, a la que jo li dic 'output_3_4' ja que estic superposant les hèlix 3 i 4.

· Després em pregunta si li vull introduir les estructures en forma de llista, però en aquest cas li dic que no perquè tinc les estructures separades, i les introduiré una a una ja que després n'he d'afegir més i sinó hauria de fer diverses llistes.

· Introdueixo doncs totes les estructures que vull superposar, en format PDB i per separat, i quan ja no en vull introduir més faig ENTER sense posar-hi cap més nom. En aquest cas he introduït els PDBs de les hèlix 3 i 4.

· Llavors el programa m'obre les estructures i veu que tenen els mateixos residus, i em pregunta si és que són la mateixa estructura; a això li responc que sí, perquè encara que les cadenes laterals siguin diferents, només m'interessa superposar les cadenes principals, per tant les puc considerar iguals.

· Seguidament el programa m'ofereix una llista amb totes les opcions que podem calcular, d'entre les quals a mi m'interessa RMSD, que és la opció '1'.
· També em pregunta quins àtoms vull fer servir, i jo estic d'acord amb l'opció que dóna per defecte, que és : O5', C5',...

· Em dóna l'opció de dir si la meva estructura és o no un ciclopèptid, amb la qual cosa estem també d'acord amb l'opció que ens dóna per defecte, que és que no ho és.

· Més tard em pregunta si vull introduir un output que em dóni un PDB amb les estructures superposades que podré veure amb Rasmol, però ara li dic que no a aquesta opció perquè  sinó es pensarà que només vull aquest fitxer, i que no vull els valors que em calcularà de RMSD, per tant, ara li he de dir que no i després hauré de tornar a fer que em calculi l'RMSD però llavors sí que li introduiré un output per aquest pdb.

· Després em dóna una opció que diu "first and last residue of frag.1", i aquesta opció em serveix per superposar només parts de la molècula, per dividir-la, però en aquest cas no la faig servir ja que les dues estructures que superposaré són molt semblants i tenen el mateix número de residus. Això ho faré servir després, quan hauré de superposar també la hèlix 1 i 2, ja que aquestes són més diferents, i per tant només en podrem superposar una part, i a més tenen un número diferent de residus.

· Després d'això, el programa s'executa, i torna a parar en el moment que em dóna totes les opcions que puc calcular, i li torno a dir que em calculi RMSD, però ara li escriure un output per al pdb de la superposició (helix_3_4.pdb), i després li dic que me'l guardi en format bPDB, que és la opció 4. Hi ha una altra opció, la 2, que és el format PDB, però no agafo aquesta perquè no em permetria seleccionar les diferents cadenes superposades per canviar-les de color i diferenciar-les, així que agafo el format bPDB que sí que m'ho permet.

· A continuació tinc una serie d'opcions amb les que estic d'acord amb totes per defecte, fins que em torna a demanar per si vull dividir les estructures per regions per superposar només un tros, i li dic el mateix que li he dit a la primera ronda.

· Finalment, quan torna a arribar a les opcions de càlcul li poso '0' per sortir del programa i veure els fitxers obtinguts.


En el primer fitxer hi tinc la taula RMSD, que conté els valors de RMSD obtinguts de la comparació entre les diferents estructures que li he introduït de la següent manera:


# 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)


En aquest resultat em dóna primerament el nom de les estructures que he fet servir per la superposició, després em diu la taula RMSD, després els àtoms que considera com a Backbone (que són amb els que m'he basat per fer la superposició), quins residus he considerat de cada molècula, el tant per cent de residus superposats del total de residus de la molècula i finalment el valor mig de RMSD tant del backbone com dels 'heavy atoms'.

El que més m'interessa del resultat és la taula de valors de RMSD; aquesta taula em dóna el valor en Å, i els valors ideals serien entre 1 i 2; valors de 2 a 4 són acceptables i valors per sobre de 5 són inacceptables.

En el nostre cas, però, estem superposant hèlix, que normalment ja s'assemblen bastant, i els trossos que superposem no són gaire grans, així que per aquests casos, els valors ideals han de ser més baixos: per sota de 0.5, i més d'1 és bastant dolent.

En el meu resultat veig que en la taula el valor és de 0.46, més baix que 0.5, per tant el considero un bon valor.

Si ara obro el pdb que conté la superposició de les hèlix 3 i 4, veig que en backbone són molt semblants les cadenes principals, però si les miro amb sticks veig que les cadenes principals sí que són més diferents, però ja hem dit abans que això no ens importa ara perquè fem la superposició basant-nos en les cadenes principals.
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Per a les hèlix 3 i 4, doncs, no tinc problemes ja que puc agafar l'estructura sencera i obtinc uns valors de RMSD bons.

Ara doncs, intentaré introduir en la superposició la hèlix 2, que difereix de la 3 i 4 una mica però s'hi assembla més que no pas la 1.

La hèlix 2 és diferent ja que no comença pel residu número 1, sinó que aquesta estructura va del residu 37 al 54, per tant, començaré comparant les hèlix 3 i 4, i aquesta, però la 2 està formada per 18 residus, i la 3 i la 4 només per 14, així que ara sí que hauré de fer servir l'opció de tallar la seqüència 2, fent servir només 14 residus, que agafaré per exemple del 41 al 54, que són els primers. Així doncs, superposaré la hèlix 3 i 4(residus 1 - 14) i la helix 2 (residus 41 - 54). 

Els resultats de la taula RMSD obtinguts són:


 RMSD table

#   

#         1    2    3

#  1        0.67 0.76 

#  2  0.00       0.46 

#  3  0.00 0.00       

Veig que els valors son propers a 0.5, pero passen una mica massa.

Podria provar de fer-ho amb menys residus, per exemple agafant només dues voltes (7 residus), però abans ho tornaré a provar amb 14 canviant la posició dels residus de l'estructura helix 2, perquè és millor un bon valor de RMSD amb el màxim de residus possible: en aquest cas agafaré els residus del 37 al 50 de la helix 2, i mantindré tots els residus de les hèlix 3 i 4, i els resultats que obtinc són els següents:


 RMSD table

#   

#         1    2    3

#  1        0.54 0.42 

#  2  0.00       0.46 

#  3  0.00 0.00


Finalment, he d'afegir a la superposició l'estructura 1, que ja hem dit que era la més diferent ja que en l'extrem dels primers residus feia una mica de corba. Agafarem doncs els residus del mig de l'estructura, que té els residus de l'1 al 23, però no els puc agafar tots perquè les altres estructures són més curtes, i agafaré per exemple del 7 al 14 primer, per provar amb només dues voltes. Agafo doncs:

helix 1: residus 7 - 14

helix 2: residus 37 - 44

helix 3: residus 1 - 8

helix 4: residus 1 - 8

I el resultat obtingut de la taula de RMSD és:


 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       

Veig que els valors són força bons, però hem agafat molts pocs residus, de manera que puc intentar de superposar-ne 14, i si els valors sobrepassen el 0.5 permès provaré amb 12 residus.

En aquest cas, doncs, agafo els residus:

helix 1: residus 7 - 20

helix 2: residus 37 - 50

helix 3: residus 1 - 14

helix 4: residus 1 - 14

I el resultat que obtenim és el següent:


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       

Veig que amb tots els 14 residus, que és el màxim número de residus que puc agafar, hi ha valors que sobrepassen el límit de 0.5, per tant no puc fer la superposició de tants residus i el millor serà intentar superposar-ne 12:

Per tant ho intento amb 12 residus:

helix 1: residus 7 - 18

helix 2: residus 37 - 48

helix 3: residus 1 - 12

helix 4: residus 1 - 12

I obtinc els resultats:

 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       

Ara sí que obtinc uns valors bons, tots per sota de 0.5, i 12 residus superposats ja és un bon numero de residus, per tant em quedo amb aquesta superposició, que veig el seu PDB amb rasmol: 





1) Fes servir STAMP  per obtenir un aliniament múltiple d’estructures

Fes servir STAMP per aliniar les globine-like de la practica 4.1 i compara l’aliniament de seqüència amb l’aliniament d’estructura.

El programa STAMP s’utilitza per fer l’alineament de seqüències proteiques basades en estructures 3D. El programa ens proporciona la millor superposició, l’aliniament múltiple que li correspon i a més ens ofereix un mètode sistemàtic i reproduïble per poder determinar la qualitat d’aquests aliniaments que ens ha construït. Encara que l’STAMP produeixi com a output un alineament de seqüències, és un programa per superposar estructures i no per seqüències, així que no el podrem utilitzar si pretenem fer un alineament múltiple de seqüències de les quals no es sap la seva estructura tridimensional. 

Vist així, podriem dir que fa el mateix que el XAM, però no és ben bé igual ja que amb STAMP podem superposar proteïnes que es pleguin igual, però que  la seva seqüència sigui diferent. Per fer això, es pot fer de diverses maneres, per exemple, mirant les distàncies de cada carboni alfa als altres més propers, i superposar segons això, o fent una espècie d’algorisme Needlman & Wunsch, substituint els residus que dónin un valor positiu i fins i tot introduint gaps, i amb això trobar un aliniament de les seqüències que em permeti identificar punts que hauran de quedar superposats en les estructures. Si les seqüències són molt diferents i també difereixen en tamany, aquest algorisme no funciona molt bé, perquè fa l’aliniament malament i pot ser que no et dóni l’òptim perquè desplaça l’aliniament; en aquests casos podem intentar donar-li més dades perquè comenci a aliniar pel lloc correcte.

En aquesta pràctica aprendrem a utilitzar el programa STAMP, i per fer-ho agafarem un arxiu empaquetat anomenat ‘globin.tar’, que conté els PDBs de les sis globines  que utilitzarem per fer aquesta pràctica.

El primer que fem per crear l’alineament de les sis globines és crear un fitxer de text amb el nom de: ‘globin.domains’, 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}
Quan hem creat aquest fitxer ja podem crear les variables d’entorn (“tcsh” al shell) fent “source /disc9/cshrc” i executar la següent comanda:

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

Amb el paràmetre ‘-l’ li introduim el fitxer que acabem de crear, el ‘-n’ pot ser 1 o 2, i el ‘-prefix’ és el fitxer del prefix de sortida.
El programa, com ja hem dit abans, ens farà un alineament múltiple i obtindrem diversos fitxers, entre els que el fitxer “globin.1” conté l’aliniament de les dues estructures que més s’assemblen, el “globin.2” inclou la tercera seqüència que s’assembla més a aquestes dues i fa l’alineament i així successivament fins arribar a l’últim fitxer creat que conté l’alineament final amb totes les seqüències incloses. En el nostre cas, és el fitxer “globin.5” el que ens interessa ja que és el que conté les 6 globines aliniades. Aquest fitxer el podem veure amb un editor de text, però és molt més gràfic i veure’l com a aliniament de tipus CLUSTALW, de manera que utilitzarem la següent comanda per transformar el fitxer “globin.5” en un fitxer de Clustalw:

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

El resultat amb les sis globines visualitzat tipus aliniament Clustalw és el següent :(surten els interrogants perquè es refereixen a l’estructura secundària, que  sortiria si haguéssim treballat amb una base de dades d’estructures secundàries, però en el nostre cas no ho hem fet):


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  ????????????????????????????????????????---?--?---

També podem transformar el fitxer “globin.5” en un pdb que podrà ser visualitzat amb Rasmol (‘rasmol globin.5.pdb’). Així podrem veure en tres dimensions la superposició estructural de les sis globines problema, que és més visual que estudiar el fitxer d’STAMP de la superposició de les seqüències o que veure l’alineament múltiple amb Clustalw:
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En aquesta pràctica haurem de trobar homòlegs al PDB de la proteïna problema ‘p11018’ mitjançant els dos sistemes 'blastp' i 'psi-blast', i després agafarem els millors resultats obtinguts de cada sistema i n’aliniarem les seqüències utilitzant clustalw.

Primer de tot he d'anar a l'adreça http://www.ncbi.nih.gov  a buscar la seqüència en format FASTA, que és la següent:

>gi|3334468|sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease (ISP-1)

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNF

TDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVE

QKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARE

LSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQL

IRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

Llavors he de trobar les seqüències homòlogues a aquesta a la base de dades PDB, utilitzant els dos sistemes:

A) Blastp:

   Amb ‘Blastp’ busco les seqüències homòlogues a la meva a la base de dades de PDB; la comanda és la següent:

/disc9/BLAST/EXE/blastall -p blastp -i p11018.fa –d /disc9/DB/blast/pdb -o blast_p11018_sw.out

La seqüència entrada és la meva seqüència problema, i amb -d indico la base de dades que vull que faci servir.

El resultat és l'arxiu ‘blast_p11018_sw.out’, del qual les primeres seqüències trobades són aquestes:


                                                                                                Score     E

Sequences producing significant alignments:                    (bits)  Value
/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjc.ent Chain                          240  7e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjb.ent Chain                          240  7e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yja.ent Chain                          240  7e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbi.ent Chain                          240  7e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbh.ent Chain                          240  7e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s01.ent Chain                          240  9e-64

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1au9.ent Chain                          237  6e-63

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aqn.ent Chain                          237  6e-63

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ak9.ent Chain                          235  2e-62

D'aquests resultats, si mirem l'aliniament concret de cada un amb la nostra proteïna observem que les identitats més grans, és a dir, els millors resultats són d'una identitat del 52%.

B) Psi-blast:

Si ara fem el mateix procés amb ‘Psi-blast’ podrem trobar altres resultats, que segurament seran millors ja que el psi-blast és un programa que fa una cosa semblant al blastp, però és capaç de fer més iteracions i d'aquesta manera, omplir buits que podrien haver deixat els resultats obtinguts amb blastp, ja que al fer diverses iteracions s'agafen els resultats d'una iteració per utilitzar-los com a base per a la següent iteració.

Les comandes són les següents:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i p11018.fa -d /disc9/DB/blast/swissprot –j 2 -c p11018.bls1 -o perfil_p11018.out

amb aquesta comanda fem com un blast amb 2 iteracions (-j = 2) sobre swissprot, i obtenim una matriu intermediaria i un perfil. Ara hem de fer servir aquesta matriu per tornar a córrer el programa:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i p11018.fa -R p11018.bls1 -C p11018.bls2 -j 2 -o perfil_p11018.out2 -d /disc9/DB/blast/pdb

Aquí utilitzem la matriu de la primera iteració per tornar a fer el procés, mitjançant el paràmetre      -R, i ara ho fem sobre PDB, i obtenim una segona matriu, i una sortida, que contindrà les seqüències i els seus aliniaments i e-values corresponents:


                                                                                                Score     E

Sequences producing significant alignments:                     (bits)  Value
/seq/databases/pdb/scratch/pdb1scj.ent Chain A                      375    e-104

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aqn.ent Chain                         371    e-103

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1au9.ent Chain                         371    e-103

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ak9.ent Chain                         370    e-103

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s01.ent Chain                         367    e-102

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbi.ent Chain                          367    e-102

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbh.ent Chain                         366    e-102

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yja.ent Chain                          366    e-102

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjb.ent Chain                          366    e-102

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjc.ent Chain                          366    e-102

D'entrada ja veiem que els resultats sóm millors amb aquest sistema; tot i així, si mirem els aliniaments concrets veiem que la identitat tampoc supera el 50%, però els e-values si que son millors en aquesta segona cerca. De tota manera, no els podem comparar exactament ja que el nombre de seqüències sobre les que fem la cerca fa variar els valors significatius de l'e-value, i a més és normal que la identitat no sigui tant alta ja que amb aquest sistema trobem més homòlegs remots i no tants homòlegs molt semblants en seqüència (propers), degut a les diferents iteracions que fa.

Agafem doncs la primera seqüència de la cerca amb blastp i les dues primeres de la cerca amb psi-blast:

pdb1yjc.ent Chain (52%)

>1yjc 

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIG

VLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

WTNTQVRSSLENTTTYLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

pdb1scj.ent Chain A (43%)

>1scjA 

AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIG

VLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG

STSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

pdb1aqn.ent Chain (46%)

>1aqn 

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIG

VLGVAPCASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLINVQAAAQ

Per obtenir aquestes seqüències ens hem basat en els resultats de les cerques per obtenir el nom de la seqüència i les hem anat a buscar al PDB baixant-nos el pdb i separant les cadenes amb la comanda: 

/disc9/PERL/PDBtoSplitChain.pl -i "nom del pdb" -o "nom nou"

Ara només ens queda ajuntar totes aquestes seqüències en format FASTA en un arxiu amb la comanda 'cat', i fer córrer el clustalw:

/disc9/CLUSTALW/clustalw

Aquest programa ens farà un aliniament, l'únic que he de fer és introduir l'arxiu amb totes les seqüències i anar triant les opcions que vulguem.

L'arxiu resultant és 'llista.aln', i conté un aliniament de totes les seqüències que hi havia a l'arxiu.




       CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

p11018          MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1yjc            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1scjA           ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1aqn            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

                                   . .* *.  **** . ..*  * *.****.*.* *.*****
p11018          KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

1yjc            K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

1scjA           N--VRGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

1aqn            K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

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

p11018          GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

1yjc            AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1scjA           ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

1aqn            AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

                   ***** ******  *. . .*.* ******.    **  *  **  *..* .*****
p11018          GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

1yjc            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

1scjA           GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

1aqn            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

                *     .  . *** *   ****.*  . . . **  . *.*..***  * ****.  **
p11018          KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

1yjc            AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN----------WTNTQVRSSLENTTTYLG--DSFYY

1scjA           AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT----------WTNAQVRDRLESTATYLG--NSFYY

1aqn            AKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN----------WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYY

                   **.**.***.** *** *                   .*  *    .       * *
p11018          LTAPDELAEKAEQSHLLTL

1yjc            GKGLINVQAAAQ-------

1scjA           GKGLINVQAAAQ-------

1aqn            GKGLINVQAAAQ-------

                      .   *.       

Els asteriscs indiquen conservació de l'aminoàcid, i veiem que n'hi ha bastants, per tant és un bon aliniament.



En aquesta pràctica farem servir dos programes, STAMP i HMMER per tal d’obtenir un altre aliniament, en aquest cas estructural, i un model de Markov ocult, i junt amb l’aliniament de la pràctica 5.1 farem els models de la nostra proteïna. Partim de l'aliniament de la pràctica 5.1, però veiem que per fer això no ens serveix gaire perquè l'aliniament conté gaps o les seqüències són massa semblants, així que faig un nou aliniament amb unes altres seqüències, que les trobo gràcies al servidor SAWTED, que em crea també un aliniament i així ja puc veure d'entrada si les seqüències que vull agafar són massa semblants a la meva o el seu aliniament conté molts gaps. Les noves seqüències que agafo són:

1scn Chain E (e-value 1e -43)

>1scnE 

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

LGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS

TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNL

SASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

1bh6 Chain A (e-value 7e -52)

>1bh6A 

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSGESYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

LGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGS

QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPTL

SASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

1gns Chain A (e-value 4e -48)

>1gnsA 

GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPALKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVLAVAPSASLYA

VKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPGKYP

SVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYGAKSGTMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSSLENT
TTKLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

1a2q (e-value 2e -52)

>1a2q 

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASMVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIG

VLGVAPCASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYSGTMASPHVAGAAALILSKHPNW

TNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLINVQAAAQ

Ara amb aquestes seqüències i les anteriors faig un nou clustalw, com a la practica anterior, i realment comprovo que no hi ha gaires gaps entre les seqüències i que al mateix temps, les seqüències no són molt idèntiques entre elles, per tant em serveix:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

p11018          MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1yjc            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1scjA           ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1aqn            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1scnE           ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

1bh6A           ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

1gnsA           ---------------------GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPAL

1a2q            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

                                      * *.  ***  . ..*  * *.** ..*.*  .**  *
p11018          KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

1yjc            K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

1scjA           N--VRGGASFVPSETN---PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

1aqn            K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

1scnE           N--VVGGASFVAGEA----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLN

1bh6A           K--VVGGASFVSGES----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLN

1gnsA           K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAG--------T-VLAVAPSASLYAVKVLG

1a2q            K--VAGGASMVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

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

p11018          GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

1yjc            A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1scjA           S-TGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

1aqn            A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1scnE           S-SGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNS

1bh6A           S-SGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNS

1gnsA           A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1a2q            A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

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

p11018          GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

1yjc            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

1scjA           GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

1aqn            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

1scnE           GNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYA

1bh6A           GNSGS-QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYT

1gnsA           GTSGS-SSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYG

1a2q            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYG

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

p11018          KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLD-IAKTLAGNGFL

1yjc            AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTYLG--DSFYYGKGLI

1scjA           AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLG--NSFYYGKGLI

1aqn            AKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLI

1scnE           TLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLG--SSFYYGKGLI

1bh6A           SLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT-----LSASQVRNRLSSTATNLG--DSFYYGKGLI

1gnsA           AKSGT-MASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLG--DSFYYGKGLI

1a2q            AYSGT-MASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLI

                   ** **.***.** *** *          . ..*   *   .  *        * * .
p11018          YLTAPDELAEKAEQSHLLTL

1yjc            NVQAAAQ-------------

1scjA           NVQAAAQ-------------

1aqn            NVQAAAQ-------------

1scnE           NVEAAAQ-------------

1bh6A           NVEAAAQ-------------

1gnsA           NVEAAAQ-------------

1a2q            NVQAAAQ-------------

                 . *  .             

I ara ja puc anar a fer servir el programa STAMP:


Aquest programa serveix per fer un aliniament estructural, i a partir d'aquest aliniament podré fer el Model de Markov Ocult (HMM), mitjançant el que podré aliniar aquestes estructures amb la meva seqüència problema i crear així un model amb el 'modeller'.

Per córrer aquest programa primer hem de crear l'arxiu que conté totes les seqüències homòlogues amb estructura menys la meva seqüència problema, que no la poso perque no té estructura:


./1scn.pdb 1scn {chain E}

./1bh6.pdb 1bh6 {ALL}

./1gns.pdb 1gns {ALL}

./1a2q.pdb 1a2q {ALL}

./1aqn.pdb 1aqn {ALL}

./1scj.pdb 1scj {chain A}

./1yjc.pdb 1yjc {ALL}

al que li dóno el nom ‘.domains’, i aquest arxiu és el que li entro al programa STAMP perque em crei l'aliniament estructural. Aquest aliniament està en forma d'arbre, partint de les dues seqüències més semblants i després anant afegint les altres a mesura que siguin més semblants. La comanda de l'STAMP és:

stamp -l nom.domains -rough -n 2 -prefix.nom

El resultat del programa són sis fitxers, en el primer dels quals hi ha l'aliniament entre les dues seqüències que s'assemblen més, i en el segon s'afegeix una altra seqüència, fins que s'afegeixen totes en l'arxiu numero 6, que és l'últim.

Aquest aliniament, però, està en vertical, i per tal de veure'l millor el passarem a format clustalw amb la comanda:

aconvertMod2.pl -in b -out c < nom.6 > transformatnom.6

La sortida és l'arxiu ‘transformatnom.6’, que ja conté un aliniament tipus clustalw i l'estructura secundaria, i amb això faré l'HMM:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1gns       ---GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPALKVAGGASFVPSETNPFQD

1a2q       AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASMVPSETNPFQD

1scj       AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQD

1aqn       AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQD

1yjc       AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQD

1scn       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAG-EAYNTD

1bh6       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSG-ESYNTD

1gns       NNSHGTHVAGTV---------LAVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMD

1a2q       NNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMD

1scj       GSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMD

1aqn       NNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMD

1yjc       NNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMD

1scn       GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMD

1bh6       GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLD

1gns       VINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPGKYPSVIAVGAV

1a2q       VINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPAKYPSVIAVGAV

1scj       VINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTSTVGYPAKYPSTIAVGAV

1aqn       VINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPAKYPSVIAVGAV

1yjc       VINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPAKYPSVIAVGAV

1scn       VINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGSTNTIGYPAKYDSVIAVGAV

1bh6       VINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNTIGYPAKYDSVIAVGAV

1gns       DSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYGAKSG-TMASPHVAGAAALILSKHPN

1a2q       DSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYSG-TMASPHVAGAAALILSKHPN

1scj       NSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

1aqn       DSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

1yjc       DSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

1scn       DSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

1bh6       DSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT

1gns       WTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

1a2q       WTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

1scj       WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

1aqn       WTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

1yjc       WTNTQVRSSLENTTTYLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

1scn       LSASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

1bh6       LSASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

però si abans vull veure les estructures superposades faig la comanda:

transform -f nom.6 -g -o nom.6.pdb


El resultat és un pdb que el puc veure amb rasmol, i que conté les estructures de totes les proteïnes de l'aliniament superposades, com veiem en aquesta imatge.


          Ara ja puc utilitzar l'HMM, amb el que aconseguiré aliniar la meva proteïna problema amb l'aliniament estructural de les seqüències homòlogues que he fet servir.

Per construir l'HMM faig la comanda:

hmmbuild nom.hmm transformatnom6

L'arxiu ‘nom.hmm’ és la sortida, i és el perfil generat en forma de matriu; ara farem la comanda:

hmmalign -o alineamenthmm nom.hmm llista.fa

i obtinc la sortida ‘alineamenthmm.aln’, que conté l'aliniament de les proteïnes template amb la nostra proteïna problema p11018. És la següent:

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

p11018        mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

1yjc          ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

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

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

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

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

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

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

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

p11018        TGCDTSHPDLKnqIIGGKNFTDddgGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDS

1yjc          SGIDSSHPDLK..VAGGASFVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDN

1scjA         SGIDSSHPDLN..VRGGASFVP...SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNN

1aqn          SGIDSSHPDLK..VAGGASFVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNN

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

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

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

1a2q          SGIDSSHPDLK..VAGGASMVP...SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALNN

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

p11018        NGGIAGVAPEASLLIVKVLGGEnGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSL

1yjc          SIGVLGVAPSASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1scjA         SIGVLGVSPSASLYAVKVLDST.GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSL

1aqn          SIGVLGVAPCASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1scnE         TTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSS.GSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSL

1bh6A         TTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSS.GSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSL

1gnsA         ----LAVAPSASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

1a2q          SIGVLGVAPCASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

#=GC RF       xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

p11018        GGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDErTEELSYPAAYNEVI

1yjc          GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

1scjA         GGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGS.TSTVGYPAKYPSTI

1aqn          GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

1scnE         GGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS.TNTIGYPAKYDSVI

1bh6A         GGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGS.QNTIGYPAKYDSVI

1gnsA         GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPGKYPSVI

1a2q          GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGS.SSTVGYPAKYPSVI

#=GC RF       xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxx

p11018        AVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAP

1yjc          AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASP

1scjA         AVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATP

1aqn          AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASP

1scnE         AVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASP

1bh6A         AVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASP

1gnsA         AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYGAKSG-TMASP

1a2q          AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYSG-TMASP

#=GC RF       xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

p11018        HVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPL..DIAkTLAGNGF

1yjc          HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTYL..GDS.FYYGKGL

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

1aqn          HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKLlgGDS.FYYGKGL

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

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

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

1a2q          HVAGAAALILSKHPN.....WTNTQVRSSLENTTTKLlgGDS.FYYGKGL

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

p11018        LYLTAPDElaekaeqshlltl

1yjc          INVQAAAQ.............

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

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

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

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

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

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

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

//

A partir d'aquest aliniament ja podré crear el meu model amb el programa modeller.



En aquesta pràctica construirem un model a partir dels aliniaments obtinguts en les practiques 5.1 i 5.2; aquests aliniaments provenen doncs de dos llocs diferents:

· en la practica 5.1 provenen de fer un clustalw a partir de seqüències trobades mitjançant blast i psiblast

· en la practica 5.2 provenen de fer els programes STAMP i HMM.

Per construir el model (els models, perque de fet en farem dos de cada origen) utilitzem el programa MODELLER; aquest programa construeix un model substituint en les TEMPLATES (estructura de la seqüència patró) la nostra seqüència PROBLEMA, conservant els residus que siguin iguals i les distàncies que hi ha en l'estructura del template (les distàncies entre carbonis alfa). Un problema que té aquest sistema és que a vegades hi ha gaps, i el programa ha de trobar una combinació per unir els dos residus dels costats del gap, i això porta a errors perquè normalment el que fa és posar les insercions en forma de loops estranys o si hi ha gaps ajuntar els extrems de manera que queda una estructura forçada, per tant, errors en l'aliniament ens porten a errors en l'estructura: és molt important partir d’un bon aliniament.

En el cas que fem servir diversos templates per una seqüència, el programa tindrà en compte les distàncies entre aquestes estructures per fer el model.

Per executar el programa modeller ens hem de basar en un arxiu ‘.top’, que és el que haurem de modificar per indicar-li al programa els templates que ha de fer servir i altres parametres, que son:

· set alnfile: s'hi ha de posar el nom del fitxer que conté l'aliniament de les seqüències amb la nostra inclosa. Aquest aliniament ha d'estar en un format concret, que és .ali, i per transformar-lo de .aln a .ali fem la comanda: aconvertMod2.pl -in c -out p < llista.aln > llista.ali

· set knowns: hi hem de posar els noms de les seqüències que volem que agafi com a templates; les seqüències que seran els templates han de tenir estructura, per tant hauran de ser les que haguem trobat al PDB.

· set sequence: la seqüència de la proteïna problema, que serà en els dos casos la p11018.
· set atom_files_directory: li has de dir on estan els PDB que vols fer servir.
· set starting_model i set ending_model: amb aquests dos paràmetres sabem quin és l'aliniament inicial i quin és el final, assignant-li al primer un '1' i al segon un '2'.

· set deviation: aquest paràmetre s'usa quan tenim diversos templates, i té en compte que si hi ha en una mateixa posició de l'aliniament una diferència més gran que 0, la pots tenir en compte o no; en el nostre cas li hem assignat un valor de 2.0.

· set rand_seed: per tenir en compte diferents models d'un altre fitxer TOP.
· call routine: és el que el programa Modeller llegeix, li canvia els aminoàcids, li conserva les distàncies i on al final tindrem el nostre model.
Aquests paràmetres variaran segons si el model el fem amb les seqüències que provenen del clustalw o amb les seqüències que provenen del HMM, i els paràmetres que varien són:


-set alnfile: el fitxer que conté l'aliniament de la nostra seqüència problema i els templates serà diferent en cada cas, i les seqüències que el formen també, com ja hem vist en les practiques 5.1 i 5.2, on veiem aquests aliniaments. A més, el fitxer ha d'estar en format .ali, i no .aln com l'obtenim en els doscasos; el format .ali té les característiques que et mostra les seqüències com el format FASTA però amb els gaps introduits per a l'aliniament, i a la segona línia, després del nom de la seqüència, t'indica on comencen els àtoms del PDB. Per exemple: (en aquest cas correspon a l'aliniament de les seqüències que provenen del HMM)


>P1;p11018

structureX:p11018:1: : 319  : :  : : -1.00 :-1.00

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLD-IAKTLAGNGFL

YLTAPDELAEKAEQSHLLTL*

>P1;1yjc

structureX:1yjc:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTYLG--DSFYYGKGLI

NVQAAAQ-------------*

>P1;1scjA

structureX:1scjA:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

N--VRGGASFVPSETN---PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

S-TGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLG--NSFYYGKGLI

NVQAAAQ-------------*

>P1;1aqn

structureX:1aqn:1: : 277  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

AKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLI

NVQAAAQ-------------*

>P1;1scnE

structureX:1scnE:1: : 274  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

N--VVGGASFVAGEA----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLN

S-SGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNS

GNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYA

TLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLG--SSFYYGKGLI

NVEAAAQ-------------*

>P1;1bh6A

structureX:1bh6A:1: : 274  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

K--VVGGASFVSGES----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLN

S-SGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNS

GNSGS-QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYT

SLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT-----LSASQVRNRLSSTATNLG--DSFYYGKGLI

NVEAAAQ-------------*

>P1;1gnsA

structureX:1gnsA:1: : 262  : :  : : -1.00 :-1.00

---------------------GPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPAL

K--VAGGASFVPSETN---PFQDNNSHGTHVAG--------T-VLAVAPSASLYAVKVLG

A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

GTSGS-SSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIWSTLPGNKYG

AKSGT-MASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLG--DSFYYGKGLI

NVEAAAQ-------------*

>P1;1a2q

structureX:1a2q:1: : 276  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYCGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

K--VAGGASMVPSETN---PFQDNNSHGTHVAGTVAALNNSIGVLGVAPCASLYAVKVLG

A-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSIQSTLPGNKYG

AYSGT-MASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLLGGDSFYYGKGLI

NVQAAAQ-------------*


-set knowns: les seqüències que fem servir com a templates per construïr el model podrien ser diferents en els dos casos.

En el meu cas, només he pogut utilitzar com a templates dos seqüències, ja que les altres no eren del PDB, o en altres, el PDB tenia llocs on hi havia dos carbonis alfa per un residu, i això no pot ser; això s'ha pogut produir perquè el cristalògraf en va trobar un cap a cada costat i els va posar els dos al PDB.

Un cop tenim aquests fitxers .top correctament especificats ja podem córrer el programa, amb l'ordre:

mod p51.top o mod p52.top 

per les dues fonts de seqüències.

Obtenim, després d'executar el programa Modeller, uns fitxers que contenen el pdb del nostre model; obtenim dos models per cada aliniament, és a dir, dos models que provenen de l'aliniament amb clustalw i dos models fets a partir de l'aliniament de STAMP i HMM.

Si obrim aquests pdbs podem veure els diferents models: (fotos models: model151.gif, model251.gif, model152.gif, model252.gif)
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Ja tenim els models creats, ara només ens queda avaluar-los  per triar-ne un i optimitzar-lo, cosa que farem en la següent pràctica..






Per escollir el millor model dels quatre que hem creat i optimitzar-lo ens hem de basar en avaluacions a diferents nivells:

    -XAM : calcularem RMSD a nivell de carbonis alfa o d'esquelets, i això ens dirà el grau de semblança dels meus 4 models.

    -STAMP: a dos nivells:

· comparació per imatge gràfica

· comparar el model amb els templates que utilitzem

    -PROSA II: amb això analitzarem les pseudoenergies dels models

    -PROCHECK: per analitzar el mapa de ramachandran principalment

    -PSI-PRED: per comparar l'estructura secundaria dels models amb els templates



El programa XAM ens permet saber si els meus models s'assemblen entre ells o són molt diferents; això ho fa superposant les seves estructures, i per fer això ha de fer dos moviments en els models: Translació i Rotació; s'identifiquen unes posicions en forma de vectors en cada estructura, que són les que hauran de quedar superposades de tal manera que al final de la superposició, les

diferències entre aquestes posicions hauran de ser mínimes; el resultat de minimitzar aquest valor s'obté a partir d'una fórmula, en la que el resultat és el que queda minimitzat constituïnt el 'root

mean square deviation' o RMSD. Calcularem doncs aquest valor amb el programa.

És important a l'hora de superposar diverses estructures, que aquestes tinguin el mateix nombre de residus, i si no els tenen haurem de seleccionar només una part de la proteïna que contingui en totes les proteïnes els mateixos residus.

Per executar el programa he de fer servir la comanda:

/disc9/Superposition/xam/xam

I en el programa hi introdueixo alhora els quatre models perquè me'ls compari entre ells, els dos que venen del Clustalw i els dos que venen del HMM.

El programa considera diverses possibilitats, com ara si vols fer l'analisi a nivell dels carbonis alfa, o si la teva proteïna és un ciclopèptid o quina regió de la proteïna vull analitzar, paràmetres que ja hem comentat més extensament en la pràctica 4.1. Aquest programa s'ha de córrer dues vegades, i a la segona volta podrem obtenir el pdb amb les estructures superposades.

Si obro el primer arxiu que em dóna com a resultat el programa, que és el 'sortidainicial', m'he de fixar amb la taula RMSD:

# model151                                                    

# model251                                                    

# model152                                                    

# model252                                                    

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

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

# 

#   RMSD table

#   

#         1    2    3    4

#  1        4.06 5.11 6.73 

#  2  4.88       6.23 5.15 

#  3  5.83 7.16       6.01 

#  4  7.49 5.84 6.55       

#

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

#

#  residues considered        :     1..319

#

#  num. of residues considered:   319  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  5.55 +/- 0.88 A  (4.06..6.73 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  6.29 +/- 0.88 A  (4.88..7.49 A)

#

#  average rmsd of each struct. to the rest:

#  Structure  1 (BB): 5.30 +/- 1.10 A  (4.06..6.73 A)

#               (H):  6.07 +/- 1.08 A  (4.88..7.49 A)

#  Structure  2 (BB): 5.14 +/- 0.89 A  (4.06..6.23 A)

#               (H):  5.96 +/- 0.93 A  (4.88..7.16 A)

#  Structure  3 (BB): 5.78 +/- 0.48 A  (5.11..6.23 A)

#               (H):  6.51 +/- 0.54 A  (5.83..7.16 A)

#  Structure  4 (BB): 5.96 +/- 0.65 A  (5.15..6.73 A)

#               (H):  6.63 +/- 0.68 A  (5.84..7.49 A)

#

Observant aquesta taula veig que els valors són bastant alts (són en Å): l'ideal seria entre 1 i 2, de 2 a 4 seria acceptable i per sobre de 5 és inacceptable. Veiem que hi ha molts valors per sobre

de 5, per tant no està gaire bé; obrirem el pdb de la superposició (el segon arxiu de sortida que ens produeix el programa, que és un PDB) per intentar explicar per què el valor no és correcte:


Veiem que tots els models s'assemblen bastant, excepte en els extrems, on hi ha unes llargues extensions que no coincideixen entre els diferents models. No puc construir doncs un model per tota la molècula, ja que hi ha trossos que no em coincideixen, que són els extrems.


            Per intentar millorar el valor de XAM tallarem els PDBs dels models en els extrems, per veure si així millorem aquests valors; per tallar els pdbs ens basem en els aliniaments de la nostra sequència amb els templates, i observem que tant al extrem C com N-terminal tenim una part de seqüència problema que no té template en el que basar-se per construir el model, de manera que no podem construir un model basat en uns templates si per una zona de la seqüència problema no tenim template; la manera de solucionar això és no fer un model per tota la proteïna sinó que tallo els extrems.

Per tant, tallo els residus inicials i finals de la meva seqüència problema que no tenen template en el que basar-se (tallo els 18 primers residus i els 9 últims), i torno a fer el XAM. És important que quan tallem el PDB deixem com a àtom final el Nitrogen de l’aminoàcid següent al que nosaltres hem considerat com a últim, perquè això és important a l’hora de fer la optimització del model, ja que necessitem tenir l’últim àtom com a indicador de que la proteïna s’acaba aquí: guardem el Nitrogen perquè aprofitarem les seves coordenades per indicar que aquest àtom és l’O del final de la proteïna (anomenat OXT). El resultat del XAM amb els models tallats és el següent:


# tall151                                                     

# tall251                                                     

# tall152                                                     

# tall252                                                     

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

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

#

#   

#   

#   RMSD table
#   

#         1    2    3    4

#  1        0.92 4.30 4.38 

#  2  1.85       4.31 4.40 

#  3  5.04 5.12       1.07 

#  4  5.13 5.15 1.69       

#

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

#

#  residues considered        :     1..292

#

#  num. of residues considered:   292  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  3.23 +/- 1.58 A  (0.92..4.40 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  4.00 +/- 1.58 A  (1.69..5.15 A)

#

#  average rmsd of each struct. to the rest:

#  Structure  1 (BB): 3.20 +/- 1.61 A  (0.92..4.38 A)

#               (H):  4.01 +/- 1.53 A  (1.85..5.13 A)

#  Structure  2 (BB): 3.21 +/- 1.62 A  (0.92..4.40 A)

#               (H):  4.04 +/- 1.55 A  (1.85..5.15 A)

#  Structure  3 (BB): 3.23 +/- 1.52 A  (1.07..4.31 A)

#               (H):  3.95 +/- 1.60 A  (1.69..5.12 A)

#  Structure  4 (BB): 3.29 +/- 1.56 A  (1.07..4.40 A)

#               (H):  3.99 +/- 1.63 A  (1.69..5.15 A)

Veig que els valors han baixat, i són millors entre les dues seqüències que venen del mateix lloc que no pas entre les que venen del clustalw i del HMM comparades. Tot i així, puc explicar aquest valor una mica alt encara perquè tot i que he eliminat els extrems, encara em queda cap a la part final una inserció en la meva seqüència que segurament desestabilitza l'estructura.

Per intentar explicar aquest fet obro el PDB que m'ha sortit:



Observo com ara es corresponen bé els nuclis dels diferents models, i com que hem tallat els extrems, aquests ja no són tant diferents perquè hem tret el tros que no podem construïr. Igualment hi ha una diferància entre els dos grups de models: els models 1 i 2, que corresponen als que provenen de l'aliniament amb clustalw, en el lloc de la inserció han creat un loop que és diferent que el que s'ha creat en el cas dels models a partir de HMM; en els de clustalw, es fa un loop més gran, i en canvi en els de HMM el loop és més petit perquè sembla que estructuren millor ja que en aquest mateix loop hi fan una petita estructura de cadena beta.




Amb aquest programa superposem estructures; l'objectiu doncs, seria el mateix que el programa XAM, però amb aquest tenim avantatges, ja que STAMP ens permet superposar proteïnes que mantinguin el mateix plegament però les seqüències de les quals siguin una mica  diferents. Llavors no cal identificar unes posicions a superposar, sinó que el programa mateix crea un aliniament de seqüències mirant, entre altres coses, les distàncies entre un carboni alfa i els més propers, per tots els carbonis alfa de les dues proteïnes; després mira com són de diferents aquests entorns i segons això fa la superposició.

El programa fa una especie d'algorisme Needlman & Wunsch, on també hi haurà uns residus que serà millor substituir-los, es poden incloure gaps i tot això: amb això es troba un aliniament entre les dues seqüències i, per tant, ja es sap quines regions superposar.

Aquí doncs farem un STAMP entre els quatre models que hem obtingut i els templates que he utilitzat per fer els models, que han estat dos: 1scjA i 1yjc. Els models que utilitzo són ja els que he tallat, i així m'estalvio que segurament em sortirien anàlisis no gaire bons degut a la discordança que hi havia entre els extrems. Per visualitzar millor l'aliniament el transformem per veure'l en horitzontal en comptes de vertical, i obtinc:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1scjA            AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL--NVRGGASFV-P--SE-

1yjc             AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL--KVAGGASFV-P--SE-

modelst152       VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFT-D--DDG

modelst252       VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFT-D--DDG

modelst151       VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGG--

modelst251       VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGG--

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

1scjA_dssp       ??????????????????????????????????????????--?????????-?--??-

1yjc_dssp        ??????????????????????????????????????????--?????????-?--??-

modelst152_dssp  ?????????????????????????????????????????????????????-?--???

modelst252_dssp  ?????????????????????????????????????????????????????-?--???

modelst151_dssp  ??????????????????????????????????????????????????????????--

modelst251_dssp  ??????????????????????????????????????????????????????????--

1scjA            -T-NPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD-STGSGQYSWIINGI

1yjc             -T-NPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG-ADGSGQYSWIINGI

modelst152       GKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGI

modelst252       GKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGI

modelst151       K-EDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGI

modelst251       K-EDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGI

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

1scjA_dssp       -?-??????????????????????????????????????????-??????????????

1yjc_dssp        -?-??????????????????????????????????????????-??????????????

modelst152_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst252_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst151_dssp  ?-??????????????????????????????????????????????????????????

modelst251_dssp  ?-??????????????????????????????????????????????????????????

1scjA            EWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEG-SSG-STSTVGYPA

1yjc             EWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEG-TSG-SSSTVGYPA

modelst152       NYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEG-DGDERTEELSYPA

modelst252       NYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEG-DGDERTEELSYPA

modelst151       NYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGD-GDERTEELSYPA

modelst251       NYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDE-RTEELSYPA

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

1scjA_dssp       ??????????????????????????????????????????????-???-?????????

1yjc_dssp        ??????????????????????????????????????????????-???-?????????

modelst152_dssp  ??????????????????????????????????????????????-?????????????

modelst252_dssp  ??????????????????????????????????????????????-?????????????

modelst151_dssp  ???????????????????????????????????????????????-????????????

modelst251_dssp  ??????????????????????????????????????????????????-?????????

1scjA            KYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAG

1yjc             KYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAG

modelst152       AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSG

modelst252       AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSG

modelst151       AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSG

modelst251       AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSG

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

1scjA_dssp       ????????????????????????????????????????????????????????????

1yjc_dssp        ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst152_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst252_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst151_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

modelst251_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

1scjA            AAALILSKHP-----------TWTNAQVRDRLESTATYL---GNSFYYGKGLINVQAA-A

1yjc             AAALILSKHP-----------NWTNTQVRSSLENTTTYL---GDSFYYGKGLINVQAA-A

modelst152       ALALIKSYEE-ES-----FQRKLSESEVFAQLIRRTLPL-D-IAKTLAGNGFLYLTAPDE

modelst252       ALALIKSYEE-ES-----FQRKLSESEVFAQLIRRTLPL-D-IAKTLAGNGFLYLTAPD-

modelst151       ALALIKSYEEESFQRK-LSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTL-AGNGFLYLTAPDELAE---

modelst251       ALALIKSYEEE-SFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAK-TLAGNGFLYLTAPDELAE---

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

1scjA_dssp       ??????????-----------??????????????????---????????????????-?

1yjc_dssp        ??????????-----------??????????????????---????????????????-?

modelst152_dssp  ??????????-??-----?????????????????????-?-??????????????????

modelst252_dssp  ??????????-??-----?????????????????????-?-?????????????????-

modelst151_dssp  ????????????????-???????????????????????-????????????????---

modelst251_dssp  ???????????-??????????????????????????-??????????????????---

1scjA            Q---

1yjc             Q---

modelst152       LAE-

modelst252       ELAE

modelst151       ----

modelst251       ----

space            ----

1scjA_dssp       ?---

1yjc_dssp        ?---

modelst152_dssp  ???-

modelst252_dssp  ????

modelst151_dssp  ----

modelst251_dssp  ----

Per veure el PDB tornem a fer una transformació:



Veiem en la imatge gràfica unes diferències en el loop encerclat, que correspon als residus 240-249 dels templates aproximadament; aquest loop és molt més gran en els models, sent també diferent segons si els models venen de l'aliniament de Clustalw o de HMM: els models de les seqüències que vénen del Clustalw el tenen més llarg que els de HMM, perquè en els de HMM veiem que un tros d'aquest loop ha agafat estructura secundaria de cadena beta i per això el loop és més curt, tot i ser més llarg que el dels templates. Si anem a mirar aquests residus en l'aliniament anterior veiem que aquesta regió correspon a una regió on s'ha produït una inserció en els nostres models, i a això es deu aquesta diferent estructuració i llargada diferent del loop. Aquest fet ja l'observàvem anteriorment amb l'anàlisi amb XAM, que aquest loop s'estructurava diferent en els models, però no sabíem si els templates també tenien aquest loop lliure o si realment s'havia produït una inserció en la nostra seqüència problema. Això podrà explicar altres fets en posteriors anàlisis com per exemple en PROSA II.




Amb aquest programa sabrem si els nostres models estàn ben plegats o no; per optimitzar un dels 4 models ens podem basar en les conclusions que traiem d'aquesta avaluació per escollir-ne un, i també amb les dades que obtinguem amb l'anàlisi de procheck i psi-pred.

En teoria, si una proteïna està ben plegada hauria de tenir energies negatives en tota l'estructura; si en algun punt té energies positives pot ser per diversos motius, per exemple perquè els templates també la tinguin, o perquè hi ha una regió de la seqüència que no té template i per això no ha pogut adoptar una bona estructura. Per aquest anàlisi també utilitzo els models ja tallats pels extrems per evitar les energies positives que segur que em sortirien en els extrems.

Primer obrirè el Prosa II i hi visualitzaré les energies completes dels quatre models per escollir-ne un, el que tindrà les energies més negatives:



En la imatge estan representats els quatre models, cadascun amb un color diferent segons:

groc:      tall 151
vermell: tall 251
blau:       tall 152
verd:      tall 252
En aquesta imatge veig que la major part de l'estructura es troba en energies negatives, menys la part final, que puja una mica cap a les positives; a més, hi ha una diferència entre els dos models de Clustalw (groc i vermell) i els dos de HMM (blau i verd): tot i que al principi veig que els models de clustalw són més negatius que els de HMM, cap al final observo que els de HMM tenen unes energies més baixes, que poden compensar una mica el del principi, i que l'extrem que surt cap a valors positius és més petit en els models que vénen de HMM, per tant em decanto per agafar-ne un d'aquests; concretament, el model de color blau és el que té el tros més petit en energies negatives, així que em decideixo per escollir el model que ve de HMM que és el número 1: tall152.pdb, segons l'anàlisi de prosa..


Si a més analitzem aquest model que hem triat en funció de les seves tres energies, com veiem en la imatge (imatge energiesprosa152.gif), veiem que les energies positives poden ser  degudes a diverses causes:



- pair: és l'energia dels residus per parelles, i ens indica si la proteïna està ben plegada a nivell de residus. La mostrem en color groc.


- surface: aquesta grafica ens mostra l'energia de l'estructura entre els residus, i també entre els residus i totes les molècules d'aigua que les envolten. La mostrem en color lila.


- combined: és l'energia suma de les dues anteriors, però amb un pes diferent, ja que assigna a l'energia de parells 5 vegades més pes que a l'energia de superfície. La mostrem en color blau cel.

Amb això veiem si la proteïna està ben plegada a nivell de residus i també a nivell de solvatació; veiem en la imatge, que la que fa que l’energia combinada pugi per sobre de 0 és la de solvatació (lila), i això significa que les aigües no estàn disposades tal com s'esperaria per la part del model que surti positiva en aquesta energia, és a dir, que l'estructura no està bé o que hi ha  alguna cosa que impedeix que s'hi puguin posar tantes aigües com en teoria se'n podrien posar en aquest lloc. Això pot ser degut a diversos fenòmens, com per exemple:

1) Pot tractar-se d'una regió que estigui acoplada a una altra proteïna; així, aquest acoplament no deixaria entrar tantes aigües i per això l'energia sortiria positiva, perquè hi entren menys aigües de les esperades. 

2) També pot ser que es tracti d'una regió transmembrana: en aquest cas, a l'haver-hi la membrana, no hi podrien entrar tantes aigües.

3) Podria ser una regió on es trobés el pèptid senyal; a més, si la seqüència comença amb Metionina això seria un punt a favor de que podria tractar-se del pèptid senyal. Si féssim que aquesta regió agafés conformació d'hèlix alfa, i miréssim  després les energies, si aquestes es fan més negatives significaria que l'estructura es troba bé en aquesta conformació d'hèlix alfa, i si a més aquesta regió tingués característiques de transmembrana, llavors ja ho tindriem solucionat.


En el nostre model, veiem com l'energia per parelles (groga) està practicament tota negativa, i en canvi l'energia de superficie és la que dóna uns valors més positius, fent pujar també la combinada. Tot i això, hem agafat aquest model perquè segons Prosa era el millor dels quatre, ja que els altres encara tenien regions més positives energèticament.




Amb l'anàlisi dels models amb aquest programa el meu objectiu és avaluar els models segons el seu mapa de Ramachandran, que em dirà els residus que l'estructura té posats correctament, i també em dirà els contactes dolents que té.

Aquest programa compararà els meus models amb una base de dades, per dir-me els residus que té ben col.locats, però és important que li digui al programa la resolució a la que s'han aconseguit les estructures dels templates que he utilitzat per fer els meus models, perquè no obtindré un model que tingui una millor resolució de la que he partit, per tant, la resolució que li diré al programa serà la del pdb template que sigui pitjor, que en el meu cas he fet servir dos templates, 1yjc i 1scjA, dels quals 1scjA té una ressolució pitjor, que és de 2.0 Å, a diferència de 1yjc que s'ha aconseguit a  1.80 Å.

A la comanda per executar el programa, doncs hi he d’introduir aquesta informació:

procheck_single tall152.pdb 2.0

Faig aquest anàlisi pels meus 4 models que prèviament he tallat, i obtinc un gran nombre d'arxius, entre els quals n'hi ha un per a cada model que conté el sumari de tots els resultats obtinguts amb aquest anàlisi, i són els següents:


Model 151

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

 |                                                                            |

 | tall151   2.0                                                 292 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   84.1% core   13.0% allow    2.0% gener    0.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   13 labelled residues (out of 290)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      5 labelled residues (out of 159)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     6.0              Bad contacts:    8 |

*|                     Bond len/angle:    8.5    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.07  Covalent:  -0.23    Overall:  -0.12 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.9% within limits   1.1% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.6% within limits   7.4% highlighted       1 off graph |

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

 |                                                                            |

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

Model 251

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

 |                                                                            |

 | tall251   2.0                                                 292 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   85.0% core   11.0% allow    1.6% gener    2.4% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   12 labelled residues (out of 290)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 159)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     5.2              Bad contacts:    5 |

*|                     Bond len/angle:   10.0    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.05  Covalent:  -0.28    Overall:  -0.13 |

 |                                                                            |

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

*| M/c bond angles:  92.7% within limits   7.3% highlighted       3 off graph |

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

 |                                                                            |

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

Model 152

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

 |                                                                            |

 | tall152   2.0                                                 292 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   86.2% core   11.0% allow    2.0% gener    0.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   13 labelled residues (out of 290)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      1 labelled residues (out of 159)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.2              Bad contacts:   10 |

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

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.05  Covalent:  -0.25    Overall:  -0.12 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.2% within limits   0.8% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.0% within limits   8.0% highlighted       1 off graph |

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

 |                                                                            |

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

Model 252

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

 |                                                                            |

 | tall252   2.0                                                 292 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   86.6% core   11.0% allow    1.2% gener    1.2% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   13 labelled residues (out of 290)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 159)                     |

 | 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:   12 |

*|                     Bond len/angle:    7.4    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.08  Covalent:  -0.25    Overall:  -0.14 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.4% within limits   0.6% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.6% within limits   7.4% highlighted       1 off graph |

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

 |                                                                            |

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


Si miro el paràmetre '%disall', veig que tinc dos models en els que és més baix, tot i que en realitat el que s'ha de mirar és el tant per cent total de residus que estan fora del programa Ramachandran, que correspon a la suma de %disall i de %gener, i si mirem aquesta suma és 2.8, 4, 2.8 i 2.4 respectivament, és a dir, menys el segon de Clustalw, tots tenen si fa no fa uns valors semblants de nombre de residus mal posicionats.

També ens podem fixar en el nombre de contactes dolents que té el model, que són 8, 5, 10 i 12 respectivament, però aquesta dada no és determinant per escollir el nostre model, ja que aquests contactes dolents són els que milloraran amb la optimització del model, que farem quan ja n'haguem escollit un.


A més d'aquests arxius de sumatoris, n'obtenim altres que són postscripts, i s'anomenen '.ps', que contenen la imatge grafica del mapa de ramachandran per a cada model, i on trobem tots els punts corresponents als residus del model situats:


[image: image28.png]Psi (degrees)

sz






[image: image29.png]tall252

N

|
|
|
|
S

-
° %

(s92.82p) 18

90—

180

-135

<180





En aquests mapes, les regions vermelles serien les més afavorides energèticament, les grogues serien les permeses, les de color crema serien les poc permeses, i les blanques les prohibides.

Els residus que estan marcats en vermell, són els més dolents, i si mirem el mapa 3, que correspon al model que hem triat segons l’anàlisi amb ProsaII, veiem que alguns d’aquests residus corresponen amb el loop creat per la inserció que s’ha produit en la nostra seqüència (que va en la seqüència dels residus 266 al 270), i aquí tenim els exemples dels residus SER 266 o GLN 268, que trobem com a residus mal posicionats, per tant, en el model que hem triat segons prosa podem explicar alguns d’aquests residus mal posicionats, ja que són els de la inserció, la qual els models han estructurat com un loop desfavorable energèticament.


Amb la informació que he obtingut de fer l'analisi de procheck dels 4 models, veig que no és molt definitiva, i que els millors models són el primer de clustalw i el primer de HMM, però tot i així, tots s'assemblen bastant, per tant, em guio més pel prosa per escollir el model.

Tenint en compte que amb prosa em sortien millor els models d'HMM i que amb procheck estan millor els primers tant de Clustalw com de HMM, amb les dues formes d'avaluació coincideixo que el primer de HMM és bo, per tant agafaré aquest, que és el tall152.pdb, en el que també puc explicar per què alguns dels residus es troben en una posicií dolenta del mapa, com ja he explicat abans.




Amb aquest programa predim l'estructura secundaria de la nostra seqüència; a partir d'un conjunt de mètodes estadístics i donada una seqüència problema, que en el nostre cas és la p1101; el programa prediu com hauria de ser l'estructura secundaria, i llavors la podem comparar amb els nostres models i veure quin s'hi assembla més.

Per executar el programa faig servir la comanda:

psipred p11018.fa

i això ens genera diversos fitxers; si obrim el '.ss2', tinc diverses columnes, de les quals em fixo amb les tres primeres, que em diuen per ordre: número del residu, aminoàcid que és i predicció (on H=hèlix alfa, C= loop i E=fulla beta).

Si obrim el '.horiz' obtinc com un aliniament, que segueix el format següent:


Conf: 987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577

Pred: CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

  AA: MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

              10        20        30        40        50        60

on 'conf' ens diu la confiança de la predicció, 'pred' ens diu la predicció i 'AA' és la seqüència de la proteïna.

Ara, per comparar aquesta estructura amb els meus models he de passar l'arxiu '.ss2' a '.pir', per poder després fer un clustalw i comparar-les.

Per passar de format faig servir la comanda:

psipred2pir.pl p10018.ss2 > psipred.pir

També he de posar els ‘.pir’ dels meus models en un fitxer junt amb aquest que he creat, per després canviar el format a clustalw i poder comparar les estructures secundaries: (C i - és equivalent, són loops)

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

p11018.ss2Seq    MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

p11018.ss2SS     CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

model151.dsspSS  -----HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TTS-TT--EEEE---SSS---

model251.dsspSS  -----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-S-EEEEEE--SSTTT--

model152.dsspSS  -----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TT--EEEE--SS-S-SS

model252.dsspSS  -----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TT--EEEE--SS-S-SS

p11018.ss2Seq    KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

p11018.ss2SS     HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC

model151.dsspSS  -TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-SS-S---HHHHHHHHHHH

model251.dsspSS  -TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-TTT----HHHHHHHHHHH

model152.dsspSS  STT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-TTTS---HHHHHHHHHHH

model252.dsspSS  STT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-SS-----HHHHHHHHHHH

p11018.ss2Seq    GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

p11018.ss2SS     CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC

model151.dsspSS  HHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S----SSS-----BTTTSTT

model251.dsspSS  HHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S----SS------BTTTSTT

model152.dsspSS  HHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-----TTS----BTTTSTT

model252.dsspSS  HHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-----SS-----BTTTSTT

p11018.ss2Seq    GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

p11018.ss2SS     CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE

model151.dsspSS  SEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH

model251.dsspSS  SEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH

model152.dsspSS  SEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH

model252.dsspSS  SEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH


p11018.ss2Seq    KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

p11018.ss2SS     EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

model151.dsspSS  HHHHSSSS-SSSS------HHHHHHHHHHT---S-SS-HHHHTT-B--S--

model251.dsspSS  HHHHSSS----SS------HHHHHHHHHHT-----SSSHHHHTT-B--S--

model152.dsspSS  HHHHTSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHHS---

model252.dsspSS  HHHHTSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHH----

p11018.ss2Seq    LTAPDELAEKAEQSHLLTL

p11018.ss2SS     EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

model151.dsspSS  

model251.dsspSS  

model152.dsspSS  

model252.dsspSS  


Segons aquest aliniament, on veiem: primerament la seqüència de la nostra proteïna, amb la predicció de la seva estructura secundària, seguides de les estructures secundàries dels quatre models. Si ens fixem només en els quatre models, veiem que hi ha molt poques deferències, només difereixen en la part final: marcada amb un requadre verd veiem la zona en la qual més o menys s’ha produït la inserció, i correspon amb les regions on tenim una estructura secundària diferent entre els models provinents de l’aliniament amb Clustalw i els models provinents de STAMP i HMM. Cap dels dos tipus de models s’ajusta perfectament amb l’estructura secundària predita per la nostra seqüència problema, però si ens haguéssim de guiar per això, sembla que en aquesta regió, el programa prediu dues hèlix separades per un loop de 5 residus; en aquesta mateixa regió, els models de Clustalw la tenen al revés, ja que tenen loops en el lloc de les hèlix i hèlix en el lloc del loop, en canvi, els models de HMM s’ajusten més a aquesta predicció ja que també contenen dues hèlix i un loop, encara que una mica desplaçats. Per tant, segons aquest anàlisi també són millors els models provinents de HMM que els de Clustalw, sense poder diferenciar entre el primer o el segon, però ja hem escollit el primer mitjançant els anàlisis amb els mètodes anteriors.

Les estructures secundàries dels models s’acaben abans perquè hem agafat els models ja tallats.






Mitjançant tots els mètodes per analitzar els quatre models  que hem utilitzat en la pràctica anterior, ja hem dit que hem escollit com a millor model per tal d’optimitzar-lo el model número 1 provinent de l’aliniament STAMP – HMM.

En aquesta pràctica es tractarà d’optimitzar aquest model que hem escollit.


En la construcció d’aquests models, s’han intentat encaixar els residus el millor que s’ha pogut, ja sigui estirant els extrems dels petits gaps que es poden haver produït o bé encongint-los per crear una mena de loops si s’han produït insercions. Tot aquest procés d’intentar forçar alguns residus ha creat una mena de tensions en l’estructura del model, que es manifesten en forma d’augments d’energia en aquestes regions i d’augment de contactes dolents en el mapa de Ramachandran, com ja hem vist anteriorment. L’estructura del model, doncs, no està  el suficientment relaxada que hauria d’estar, i per això fem aquesta optimització.

Amb l’optimització, relaxarem aquesta estructura aconseguint que la seva energia sigui més negativa i que disminueixi en número de residus que trobem mal posicionats en el mapa de Ramachandran.

Per fer això calcularem les energies de la molècula, mitjançant la mecànica molecular, a partir de la que es considera la molècula de la manera més senzilla possible, és a dir, com un conjunt d’esferes que s’ajunten mitjançant molles. En aquesta simple representació de la nostra molècula, les esferes tenen un tamany proporcional al radi de Van der Waals, i l’estirament de les diferents molles és proporcional a l’enllaç entre els diferents àtoms i residus.

El que contribueix a que una molècula estigui més o menys a gust en una conformació és la suma dels diferents termes següents:

· Magnitud dels enllaços: hi ha una magnitud òptima d’estirament dels enllaços que pot variar dins un rang, en el qual sempre hi ha un punt òptim. El terme seria el sumatori de totes les magnituds individuals.

· Com són els angles que formen tres àtoms, també hi ha un angle òptim  que disposa d’un marge per obrir-se o tancar-se una mica més. El terme també seria en aquest cas el sumatori de tots els angles.

· Diedres (són els angles que hi ha entre els dos plans que es poden formar): és la característica que contribueix més a la forma de la proteïna, fins i tot més que la grandària. L’O que està unit al carboni beta canvia de posició si el diedre s’obre o es tanca, i això és determinant per la forma de la proteïna.

Un diedre pot adoptar diferents posicions, que són característiques per cada residu.

Tots aquests components vistos fins ara impliquen enllaç, però trobem altres components en els que no estan implicats els enllaços: són els components ‘no-enllaçants’, dels que n’hi ha de dos tipus, els dos depenents de la distància entre els àtoms i de la naturalesa de cadascun (principalment de la càrrega):

· Component electrostàtica: referent a l’atracció o repulsió segons la càrrega de cada àtom.

· Component Van der Waals: dos àtoms no s’atrauen si es troben  molt lluny, però a mesura que els vas acostant es van atraient cada vegada més fins que arriba un punt que es repel.len. 

El component no enllaçant en conjunt és el sumatori de cada cas individual, i és més gran que les altres components enllaçants, perquè aquí es relacionen tots els àtoms amb tots els àtoms, i en canvi en les components enllaçants només es té en compte el número d’angles, enllaços,... que és sempre fix per a cada molècula.

Calcular això reguereix molta potència d’ordinador ja que tenim molts àtoms en una molècula, i per disminuir aquest temps de càlcul adoptem diferents estratègies, com ara:

Tot i que el sumatori anterior tingui en compte cada àtom, seria més realista tenir en compte el conjunt d’atoms que formen els diferents residus, és a dir, calcular les interaccions entre grups; d’aquesta manera m’estalvio calcular-ho per cada àtom i a més tinc una mesura més realista.

A més, el temps de càlcul creix exponencialment amb el número d’àtoms de la molècula, per tant, calcularem tots aquests valors amb la molècula en el buit, sense la presència d’aigues, ja que aquestes incrementarien molt el número d’atoms.

Per minimitzar encara  més els càlculs, considero per cada àtom una esfera d’influència, no tots els àtoms de la molècula, que són els àtoms que l’influiran; dins aquesta esfera calculo exactament cada valor (calculo tots els valors a cada pas), però per fora d’aquesta  en faig una altra en la que només calculo els valors de forma aproximada (calculo els valors cada ‘X’ passos), i la resta d’àtoms de la molècula no els considero. 


Per optimitzar el model, és necessari canviar una mica la forma de la proteïna, i relaxar-la perquè la seva energia sigui menor. Utilitzarem un camp de força, GRUMOS, que és la interfície per usar GROMOS, per optimitzar el nostre model.

Amb això aconseguirem diverses coses, com per exemple calcular la topologia de la molècula, aconseguir una minimització energètica i veure la dinàmica molecular.

Per executar el programa, només ens cal posar ‘grumos’,  i el programa comença a executar-se fent una serie de preguntes que jo li hauré d’anar responent segons les característiques de la meva proteïna i el que vulgui fer.

És molt important per fer la optimització, que li diem al programa les diferents característiques de la meva molècula, com per exemple si té ponts disulfur, o si l’extrem C-ter està ben definit: 

1) Per tenir el PDB del model correctament, si l’hem tallat hem hagut de  conservar en l’extrem     C – ter el Nitrogen del residu següent al tall i canviar-lo per l’OXT de manera que conservem les coordenades del Nitrogen, que correspondrien més o menys amb aquest O final.

2) Per mirar si tenim ponts disulfur obro el model amb el Rasmol i selecciono les cisteïnes que té la proteïna, com veiem en la imatrge següent.

Després selecciono l’opció ‘pick distance’ i clico sobre els dos sofres de les dues cisteïnes que tinc en la molècula, per veure si es troben a una distància prou petita com per formar enllaç, però la distància és de  15.699 Å, massa gran com per què es dóni aquest tipus d’enllaç.


[image: image30.png]



Abans d’executar el programa, passem un filtre pel nostre model, per assegurar que no tindrem problemes a l’hora de la optimització per culpa d’errors de seqüència o d’estructuració de l’arxiu, amb la comanda:

arrangeG.pl tall151 model.pdb

Em surt un nou pdb, ‘model.pdb’, al que li ha renumerat els àtoms començant per l’1 (abans no començava per l’1 perquè guardava la numeració de quan l’havíem tallat) i m’ha solucionat possibles errors de construcció de l’arxiu.

Ara ja em disposo a córrer el programa GRUMOS per optimitzar el meu model.

En el programa, primer he de crear els inputs per a fer el càlcul topològic de la molècula, pas en el que és molt important dir al programa si tenim ponts disulfur i si és així s’ha de canviar els noms dels residus que els formen per definir-los: en el nostre cas tenim dos cisteïnes, però ja hem vist abans que no formen pont disulfur. 

Fem que tots els càlculs ens els faci sense aigües, al buit, per minimitzar els càlculs.

Un cop creat aquest input ja podem córrer el programa.

Seguidament hem de crear l’altre input per executar l’optimització de les energies, i per fer això utilitzarem la forma d’optimització més ràpida, que és la “2steepest”, fent 1000 passos en cada run i 10 runs en total, i calculant les interaccions entre grups, no entre àtoms.

Finalment correm aquesta segona part.

El programa tarda una estona en acabar de fer tots els càlculs, i en acabar la optimització, vaig a la carpeta “coordinates”, on el programa ha deixat els valors obtinguts en el final de cada un dels 10 passos, en format ‘.gsf’.

Ara passem a fer la comparació entre l’última optimització del model, que surt del pas 10 de la optimització en un arxiu en format ‘.gsf’, i el model abans de la optimització amb el programa XAM. A part d’obtenir la taula RMSD entre aquests dos models, faig aquest pas perquè en cap sortida de la optimització disposo del PDB del nou model optimitzat, que necessito per tal de comparar el mapa de Ramachandran amb procheck del model abans i després de la optimització; fent aquest analisi amb XAM, al final obtinc un arxiu que és el pdb de la superposició dels dos models, i si aquest arxiu l’obro amb un editor de text, puc obtenir el pdb del nou model optimitzat.

La imatge de la superposició dels dos models és la següent, a partir de la qual extraiem el pdb del model nou per comparar-lo amb procheck:





Un cop he extret el pdb, ja puc fer un anàlisi comparatiu amb Procheck entre el model abans i després de la optimització, que és el següent:


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

 |                                                                            |

 | model.pdb   2.0                                               291 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   86.1% core   11.0% allow    2.0% gener    0.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   13 labelled residues (out of 289)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      1 labelled residues (out of 159)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.2              Bad contacts:   10 |

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

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.05  Covalent:  -0.25    Overall:  -0.12 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.2% within limits   0.8% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.0% within limits   8.0% highlighted       1 off graph |

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

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


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

 |                                                                            |

 | modelopt.pdb   2.0                                            289 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   75.0% core   21.9% allow    1.5% gener    1.5% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   22 labelled residues (out of 236)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      5 labelled residues (out of 123)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     7.1              Bad contacts:    0 |

*|                     Bond len/angle:    5.4    Morris et al class:  2  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.62  Covalent:   0.03    Overall:  -0.32 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.6% within limits   0.4% highlighted                   |

 | M/c bond angles:  92.9% within limits   7.1% highlighted                   |

*| Planar groups:    80.0% within limits  20.0% highlighted       4 off graph |

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

En aquests resultats puc veure com els ‘bad contacts’ han disminuit molt, concretament ara ja no en tenim cap, tot i que el ‘%disall’ es veu augmentat. Expliquem aquest fenòmen perquè amb la optimització, el que volem és millorar aquests contactes dolents, que és el que hem aconseguit, i això es fa a costa d’empitjorar els angles de Ramachandran; és evident que si dos residus estan contactant malament però l’angle de Ramachandran entre ells és bo, per arreglar aquest contacte haurem de variar els angles, que ja no es conservaran tant bons. Per tant, és normal que augmentin els angles de Ramachandran que estan malament si aconseguim disminuir els contactes dolents entre residus.

























Proteïna pdb1an2.ent.


Cartoons


Seleccionats aa: 27,31,35,39,43,47 








Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Colors diferenciant les cadenes 








Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Seleccionades distàncies entre àtoms 








Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Visió de l’estructura secundaria








Proteïna pdb1fem.ent.


Stick


Visió de l´estructura de forma química








Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Selecció dels residus hidrofílics en color toronja i ‘ball & stick’








Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Selecció dels residus hidrofòbics en color lila i ‘ball & stick’








Proteïna pdb1bdi.ent.


Cartoons


Visió de l’estructura secundaria








Proteïna pdb1bdi.ent.


Cartoons


Residus polars marcats en color blau i difernciats de l’estructura ja que estan en la forma ‘ball & stick’.








Proteïna pdb1bdi.ent.


Cartoons


Regió central de la proteïna amb els residus hidrofòbics marcats en color verd, veiem com es troben formant tota l’estructura de les fulles beta.








Proteïna pdb1bdi.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics en verd i ‘ball & stick’; com que les fulles estàn  totes formades per residus hidrofobics, aquí no podem distingir les fulles, que han passat totes a veure’s en ‘ball & stick’.








Proteïna pdb1cbg.ent.


Cartoons


Visió de l’estructura secundaria amb el barril central i totes les helix alfa al voltant.














Proteïna pdb1cbg.ent.


Cartoons


Visió d’alguns residus hidrofòbics orientats cap a les dues bandes hidrofòbiques que es creen.








Proteïna pdb1an2.ent.


Cartoons


Visió d’alguns residus orientats cap al mateix costat de l’estructura, característica de les hèlix alfa.














Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Visió lateral de l’estructura en la que podem apreciar l’estructura de barril beta que formen les cadenes beta.








Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Visió des de dalt de l’estructura en la que podem apreciar el canal que queda a l’interior del barril beta.








Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Residus polars seleccionats i marcats en blau i ‘sticks’; localitzats cap a l’exterior de l’estructura.





Proteïna pdb1fem.ent.


Cartoons


Visió lateral i des de dalt dels residus hidrofòbics seleccionats i marcats en verd i ‘sticks’; localitzats cap a l’interior de l’estructura i omplint el canal que deixa el barril beta.











Proteïna pdb1gbg.ent.


Cartoons


Selecció de les cadenes beta que formen una de les dues fulles; hem agafat les regions: 1-10,   47-59,  72-88, 143-159, 201-214.











Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Proteïna completa, amb cadascuna de les 6 cadenes marcada en un color diferent.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena A, en la que distingim una part sense estructura i una part inferior amb estructura.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Part inferior de la cadena A, en la que veiem com les cadenes beta formen dues làmines que queden enfrontades, i com els loops conecten les cadenes d’ambdues fullesen comptes d’unir les d’una fulla sola; així és com descartem l’estructura de beta meandre i com creiem que es tracta d’un jelly roll.











Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena B, formada per una part llarga amb hèlix alfa i una part superior amb dos beta hairpins.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Part superior de la cadena B, en la que veiem aquesta estructura formada per dos beta hairpins i cadenes alfa petites, enfrontats un amb l’altre.











Proteïna pdb1neu.ent.


Cartoons


Visió de l’estructura, majoritariament formada per cadenes beta, on veiem l’estructura de greek key beta sandwitch.





Proteïna pdb1neu.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics seleccionats, en una visió des de davant  i des del costat, on veiem la seva posició interna en l’estructura, entre el sandwitch que formen les làmines beta.





Proteïna pdb1neu.ent.


Cartoons


Residus hidrofílics seleccionats, en una visió des de davant  i des del costat, on veiem la seva posició externa en l’estructura, deixant buit el sandwitch que formen les làmines beta.





En la imatge superior veiem la proteïna completa, formada per les dues cadenes iguals, i a la dreta veiem la cadena A amb la seva estructura en cartoons. Veiem que és una estructura formada per cadenes beta, i dues hèlix alfa acomplexades i situades fora de l'estructura principal, de manera que la considerem tot beta, i mirant si la disposició de les cadenes beta forma o no meandre, veiem que sí, que els loops uneixen les cadenes beta contigües,situant-se tots a 








Proteïna pdb1opa.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics (toronja) i hidrofílics (blau) s’alternen en la seqüència que forma aquesta estructura de barril beta.











Proteïna pdb1nfn.ent.


Cartoons


Proteïna completa, formada per 4 hèlix alfa aparellades dos a dos i paral.leles entre elles.





Proteïna pdb1nfn.ent.


Cartoons


En verd, residus hidrofòbics seleccionats tots orientats cap a la part interior ja que provenen de la part amfipàtica interior de cada hèlix; en vermell, residus hidrofílics, veient el mateix efecte però en sentit contrari, cap a la part de fora.























Superposició de les hèlix 3 i 4, a l’esquerra veiem només les cadenes principals, que se superposen força bé, i a la dreta les cadenes laterals, que no coincidiesen gaire  però no passa res perquè superposem només les cadenes principals.





Són  uns resultats bastant bons, en els que a més agafo tots els residus possibles, per tant deixo aquesta superposició, que és la màxima, i quan hi afegeixi l'estructura 1 que és més diferent segurament hauré de reduïr el nombre de residus que podré superposar.








Imatge amb les quatre hèlix superposades, només de la part central, que corresponen als colors :


helix 1 : blau


helix 2 : verd


helix 3 : verd grogós


hèlix 4 : vermell











Superposició de totes les estructures utilitzades per fer l’aliniament anterior, cadascuna representada en un color diferent. Veiem com les estructures es superposen perfectament.











Model 152: primer model provinent de l’aliniament amb STAMP i HMM





Model 252: segon model provinent de l’aliniament amb STAMP i HMM





Imatge de la superposició mitjançant XAM dels quatre models obtinguts. Difereixen en els dos extrems, tant N com C-terminal.





Imatge de la superposició del model abans i després de la optimització. Tal com ens indica el RMSD, les dues estructures                                   





   RMSD table     


         1    2


  1        0.65 


  2  0.00       





estat pocs. En la imatge veiem aquests pocs canvis com petites diferencies en la orientació d’alguns loops només.





s’assemblen bastant, per tant els canvis que ha produit la optimització han








Imatge del model on veiem les dues cisteïnes que té l’estructura, i si fem un pick distance entre els dos sofres, marcats en groc en la imatge, veiem que estan a una distància massa gran com per poder formar ponts disulfur.








En la imatge veiem la superposició dels models amb STAMP, on cada estructura es representa amb un color segons:





1scjA blau fosc


1yjc blau clar


model 152 verd


model 252 lila


model 151 taronja


model 251 vermell








Si em trobo en el directori ‘a’ i vull passar al ‘c’, puc passar-hi directament amb la comanda:


	cd  ../../2/c


i aniré directament al ‘c’, sense haver d’anar canviant de directori un per un.





ARREL





1





2





a





b





d





c





Proteïna pdb1cbg.ent.


Residus hidrofòbics en violeta








Proteïna pdb1cbg.ent.


Residus polars seleccionats en vermell








Proteïna pdb1an2.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics seleccionats en ‘strands’, veiem com n’hi ha molt pocs.








Proteïna pdb1an2.ent.


Cartoons


Residus polars seleccionats en ‘strands’, veiem com la majoria dels residus són hidrofílics.








Proteïna pdb1gbg.ent.


Cartoons


Visió des de dalt; les cadenes d’una fulla estan gairebé paraleles a les de l’altra.





Proteïna pdb1gbg.ent.


Cartoons


Visió lateral de l’estructura sencera; les dues fulles beta estan enfrontades deixant una superficie entre elles.





Proteïna pdb1gbg.ent.


Cartoons


Residus apolars seleccionats i marcats en lila i ‘ball & sticks’; localitzats cap a la interfase que deixen les dues fulles. 





Proteïna pdb1gbg.ent.


Cartoons


Residus polars seleccionats i marcats en blau i ‘ball & sticks’; localitzats cap a l’exterior de l’estructura.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena A, amb els residus hidrofòbics seleccionats en violeta, es situen més amagats, mirant a l’interior.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena A, amb els residus polars seleccionats en vermell, es situen mirant a l’exterior.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena B, amb els residus apolars seleccionats en blau, es situen bastants a les helix i també a la part superior dreta.





Proteïna pdb3hmg.ent.


Cartoons


Cadena B, amb els residus polars seleccionats en verd, es situen majoritariament a la part de dalt i als loops, pocs a les hèlix.





Proteïna pdb1opa.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics que es disposen protegint-se de l’aigua, envoltats per tots els altres residus hidrofílics





Proteïna pdb1opa.ent.


Cartoons


Residus hidrofílics que es disposen protegint la proteïna del solvent aquós on es pot trobar dissolta





Proteïna pdb2ypi.ent.


Cartoons


Residus hidrofílics orientats cap a l’exterior de l’estructura.





Proteïna pdb2ypi.ent.


Cartoons


Residus hidrofòbics, orientats cap a l’interior de l’estructura formant la doble cara hidrofòbica.





HÈLIX 4





HÈLIX 3





HÈLIX 2





HÈLIX 1





Imatge de les sis globines superposades; a la part superior esquerra de la imatge podem veure com les estructures no es troben ben superposades, perquè les estructures de les sis globines difereixen en aquest  punt, però tot i això, no hi ha tantes diferencies com en l’aliniament de seqüència de ClustalW; això es produeix perquè l’aliniament estructural normalment està més conservat que el de les seqüències. Amb STAMP, doncs, podem veure tant diferències a nivell estructural com  a nivell de seqüència, que ens permetran fer comparacions i estudis d’homologia.





nom.domains





Model 251: segon model provinent de l’aliniament amb Clustalw





Model 151: primer model provinent de l’aliniament amb Clustalw





3





2





4





1





Imatge de la superposició mitjançant XAM dels quatre models tallats pels extrems.





Encerclats amb groc observo els extrems, que ara coincideixen en els quatre models, per tant hem solucionat aquesta qüestió amb el tall, i encerclat en rosa observo una regió que difereix en els quatre models, i que suposo que és la que em fa pujar el valor de RMSD.
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