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I. DESCRIPCIÓN DE LOS COMANDOS MÁS HABITUALES DE LINUX.

Todo comando del Linux podemos dividirlo en dos partes (dos palabras): el comando en sí y una posible opción. Un mismo comando realiza tareas diferentes según la opción que se le especifique. Por ejemplo: a)  ls_–l: muestra los archivos que hay dentro del directorio actual.

      b) ls_–la: muestra los archivos del mismo directorio pero ofrece   información adicional, como permisos de los ficheros...

A continuación se detalla un listado de los comandos más utilizados durante las prácticas:

1. pwd (print working directory):  muestra el camino dentro del sistema de ficheros en el cual nos encontramos actualmente (directorio o camino actual).

2. ls (list): muestra los ficheros del directorio actual, a menos que le especifiquemos un directorio concreto, como por ejemplo: ls_/directorio1/directorio2, que nos mostraría el contenido del directorio 2 que está dentro del directorio 1.

3. mkdir (make directory): crea un directorio dentro del directorio actual con el nombre que le especifiquemos después del comando.

4. cd (change directory): permite el cambio de directorio. Este comando tiene opciones muy útiles:


- cd: permite el movimiento desde el directorio actual al directorio raíz.


- cd_..: permite cambiar la posición del directorio actual a un directorio superior. Esta opción se puede encadenar de forma que es posible cambiarse a un directorio que se encuentra, por ejemplo, a tres niveles superiores, con la opción: cd_../../../
5. mv_“archivo1”_”archivo2”: cambia el nombre del archivo de la izquierda (archivo1) y le asigna el nombre de la derecha (archivo2).

6. cat_“archivo”: muestra todo el contenido del archivo especificado.

7. more_“archivo”: muestra el contenido del archivo especificado página a página. 

8. rm (remove): permite borrar un archivo especificado a continuación del comando.

9. rmdir (remove directory): permite eliminar un directorio (cuyo nombre es puesto a continuación), tanto vacío como con contenido.

10. rm_–R:  comando equivalente al anterior. La R quiere decir recursivamente, es decir, todo lo que exista por debajo del directorio a eliminar.

11. ps: permite visualizar aquellos procesos que se encuentran activos.

12. chmod: permite dar permisos de ejecución (x o 7), escritura (w o 5) y lectura (r o 0) a un archivo o directorio determinado. Esta orden consta de tres partes:

a) Comando: chmod.

b) Opciones: compuesto normalmente por tres números:
· El primer número hace referencia al tipo de permiso que el usuario tiene sobre el archivo o directorio.

· El segundo número indica qué permisos tiene el grupo de trabajo.
· El tercer número se refiere a los permisos de cualquier persona que acceda.
c) Nombre del archivo o directorio.

Por ejemplo: el comando: chmod_750_seq.txt, significa que los permisos del archivo seq.txt son: el usuario puede leer, escribir y ejecutar (7), el grupo puede leer y escribir (5), y cualquier persona que no sea del grupo sólo lo podrá leer (0).

13. Existen dos comandos que nos permiten comprimir un archivo o conjunto de archivos (directorio): tar y gzip.
a) tar: este comando consta de tres o cuatro partes según se quiera comprimir o descomprimir:

· Para comprimir necesita cuatro partes:
1. El nombre del comando: tar.
2. Las opciones para comprimir: cvf.
3. El nombre que le daremos al archivo comprimido.
4. El nombre del archivo o directorio a comprimir.
Por ejemplo: para comprimir el directorio Practica a un fichero llamado Practica.tar, deberíamos poner: tar_cvf_Practica.tar_Practica

· Para descomprimir un archivo comprimido, se necesitan tres partes:
1. El nombre del comando: tar.

2. Las opciones para descomprimir: xvf.

3. El nombre del archivo a descomprimir.
Por ejemplo: si queremos descomprimir el archivo comprimido del ejemplo anterior haríamos: tar_xvf_Practica.tar
b) gzip: este comando es más sencillo de ejecutar que el anterior. Consta de dos partes:

1. El nombre del comando: gzip para comprimir y gunzip para descomprimir.

2. El nombre del fichero a comprimir o descomprimir.
Por ejemplo: en el ejemplo anterior, haríamos respectivamente: gzip_Practica o gunzip_Practica.gz, para comprimir y descomprimir.

14. cp: permite copiar ficheros. Este comando consta de tres partes:

1. Comando: cp.

2. Nombre y/o camino del fichero que debe ser copiado.

3. Camino destino donde queremos copiar el fichero.

   
Además pueden darse tres situaciones:

1. Si nos encontramos en el directorio donde está el fichero a copiar, debemos indicar sólo el nombre del fichero sin el camino. Por ejemplo: cp_seq.txt_/practica2/secuencia indica que queremos copiar el fichero seq.txt en el directorio secuencia.

2. Si nos encontramos en el directorio donde debe ser copiado el fichero, bastará con que pongamos un punto el lugar del camino destino y el camino donde está ubicado el fichero a copiar; por ejemplo: cp_/practica1/seq.txt_.

3. Si nos encontramos en un lugar distinto a los anteriores, debemos especificar ambos caminos, por ejemplo: cp_/practica1/seq.txt_/practica2/secuencia

15. alias: es un comando que nos permite sustituir una orden de longitud elevada por otra más corta. Por ejemplo: con alias_rasmol_=_’/disc9/bin/rasmol’ cada vez que queramos ejecutar el programa rasmol no hará falta que pongamos /disc9/bin/rasmol, si no que bastará con que pongamos rasmol. El comando alias lo utilizamos en el tcsh, si somos usuarios de bash, el comando es export y funciona de manera similar.

16. Comandos de redireccionamiento: permiten redireccionar la entrada o salida de un comando, archivo o programa. Los más usados en prácticas son:

1. >: es un comando de redireccionamiento de entrada. En prácticas ha sido muy utilizado en combinación con el comando cat. Por ejemplo: cat_seq1.txt_>_seq2.txt es una orden que insertar el contenido del fichero seq1.txt y lo pone en el fichero seq2.txt borrando todo lo que tenga escrito.

2. >>: este comando es muy útil cuando interesa conservar contenido del segundo archivo. Por ejemplo: cat se1.txt_>>_seq2.txt pone el contenido del fichero seq1.txt al final de todo los que tenga seq2.txt

II. VISUALIZACIÓN DE ESTRUCTURAS PROTEICAS CON RASMOL.


Rasmol es un programa que permite la visualización de moléculas. El programa es capaz de leer muchos formatos, pero a nosotros el que más nos interesa es el formato pdb. Un fichero pdb contiene una serie de información inicial y a continuación un conjunto de columnas donde se especifica:

1. Qué átomo es.

2. Número del átomo.

3. Tipo de átomo.

4. A qué residuo pertenece.

5. La cadena donde se encuentra el átomo.

6. Número de residuo.

7. Las tres coordenadas (x, y, z) del átomo.

8. b-factor: número que indica la fiabilidad de resolución del cristal. Cuanto mayor sea, peor.


Rasmol funciona tanto a partir de opciones indicadas a través del menú del programa, como a través de comandos introducidos mediante el shell. Los comandos más utilizados durante las prácticas son:

1. select: permite definir la zona activa de la molécula, sobre la que trabajar. Este comando admite varias opciones:

- select_all: selecciona todos los átomos del fichero PDB.

- select_*A: selecciona la cadena A del PDB.

- select_231: selecciona el residuo 231 de cada cadena del PDB.

- select_231_*A: selecciona el residuo 231 de la cadena A del PDB.

- select _231-249: selecciona del residuo 231 al 249.

- select_231,249: selecciona el residuo 231 y el residuo 249.

- select_polar: selecciona los residuos polares. De esta misma manera se pueden seleccionar residuos que cumplan otras propiedades (por ejemplo, hidrofobic...).

2. colour: permite colorear los átomos contenidos en la zona activa. Este comando admite dos opciones de coloreado:

- color_green: administra un color sólido que es indicado a continuación del comando.

- color_structure: administra un color dependiendo del grupo de átomos contenido en la propiedad especificada a continuación del comando.

3. Hbonds: representa los puentes de hidrógeno que se producen en la cadena principal de la proteína.

4. Backbone: permite representar la proteína mediante enlaces entre sus Cα.

5. pick_distance: mide la distancia a la que se encuentran los dos átomos que posteriormente son “clicados” con el ratón.

6. Si queremos hacer desaparecer una opción utilizada anteriormente sólo tenemos que añadir después del comando la opción off. Pero si queremos visualizar una parte de manera diferente, ponemos el comando y la opción on. Por ejemplo:

>cartoon on: presenta la zona activa de la forma de cartoon.

>cartoon off: hace desaparecer la zona activa que estaba en forma cartoon.

7. exit / quit: permite salir del programa.

Si queremos guardar alguna imagen lo podemos hacer mediante la opción Export del menú del programa. Esta opción permite guardar la imagen en varios tipos de formatos, los más útiles son jpg y gif.
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Identificación y caracterización de diez plegamientos del directorio /disc9/practica_1/PDB:

1. pdb1BDI.ent:

Esta proteína contiene dos dominios con un plegamiento Rossman, formados por 6 láminas beta uno y cinco el otro; las láminas beta se encuentran rodeadas de cuatro hélices alfa. Además esta proteína contiene un dominio todo-α que interacciona con una molécula de ácido nucléico.


En cuanto a la distribución de los residuos polares y apolares, podemos afirmar claramente que los residuos polares (en verde) se encuentran en la cara al exterior de las hélices alfa, mientras que las láminas beta y el interior de las hélices alfa se encuentran libre de dichos residuos. 

[image: image4.png]



2. pdb1byb.ent:

El plegamiento de esta proteína es del tipo TIM barril α/β. Como podemos apreciar, está compuesto por un núcleo de láminas beta formando el barril, rodeado de una capa de hélices alfa. Este tipo de plegamiento contiene una doble cámara hidrofóbica (la primera entre las hélices alfa y las láminas beta, y la segunda en el interior del barril beta) que le proporciona una gran estabilidad (la doble cámara es representada en la imagen inferior por dos círculos de color verde). 
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Proteína pdb1byb.ent
3. pdb1dmb.ent:

La proteína 1dmb tiene un plegamiento tipo α/β , formado por unidades repetidas del motivo estructural β-α-β. Parece que está formado como por dominios; cada dominio está compuesto por una hoja de cadenas beta rodeada de hélices alfa. Como podemos ver en las imágenes, cada hoja de cadenas beta (representada mediante una línea de color azul celeste) está inserta en el interior de un caparazón de hélices alfa.


Dentro del plegamiento α/β, podemos afirmar que es del tipo α/β de hoja abierta (open sheet), puesto que no se trata de un plegamiento tipo TIM barril. 
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Proteína pdb1dmb.ent
4. pdb1fem.ent:

Sin duda nos encontramos delante de un proteína todo-beta, que presenta un plegamiento tipo barril beta. El barril está compuesto por un conjunto de láminas beta antiparalelas encadenadas de forma continua una cadena beta con la contigua, de manera que la estructura sigue una topología tipo beta meandro. 


En cuanto a la distribución de los residuos polares y apolares, podemos observar como los residuos más polares (en verde) se colocan de manera que sus cadenas laterales quedan hacia el exterior, mientras que los no polares (en rojo) encaran sus cadenas laterales hacia el interior del barril.
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Proteína pdb1fem.ent: En las imágenes superiores podemos ver la forma del barril beta de cadenas antiparalelas; y en la imagen inferior se observa cómo los residuos polares (en verde) quedan hacia el exterior.

5. pdb1per.ent:


El plegamiento de esta proteína es todo-alfa. Está formada por dos hélices alfa con un ángulo de 50º una respecto de la otra. Este tipo de plegamiento es característico de las proteínas que interaccionan con el ADN (como podemos apreciar en la imagen).
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Proteína pdb1per.ent
6. pdb2ak3.ent:



Esta proteína contiene un plegamiento tipo α/β formado por unidades repetidas del motivo estructural β-α-β; como podemos ver en las imágenes, el esquema general es beta-alfa-beta-alfa-beta... La cadenas beta son paralelas y componen una hoja que es rodeada de hélices alfa, de manera que el plegamiento es de tipo hoja abierta (open sheet).



La distribución de los residuos polares y apolares es similar a la ya comentada distribución del plegamiento de la proteína pdb1fem.ent.
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7. pdb2ypi.ent:



Al igual que la proteína pdb1byb.ent, ésta contiene un plegamiento del tipo TIM barril α/β. Una diferencia importante es que la proteína pdb2ypi.ent está formada por un dímero, de manera que los barriles no se disponen de forma paralela, sino que se colocan de forma casi ortogonal
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Proteína pdb2ypi.ent: las imágenes superiores muestran el dímero de TIM barril. En la imagen inferior podemos apreciar la disposición casi ortogonal de ambos barriles.

8. pdb5nn9.ent:


La proteína pdb5nn9.ent es del tipo todo beta y plegamiento β propeller. Es difícil de distinguirlo, pero se pueden apreciar seis láminas beta compuestas por cuatro cadenas beta cada una con un motivo estructural beta meandro.
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En cuanto a la polaridad de la molécula, podemos decir que este en este tipo de plegamiento se produce una gran densidad hidrofóbica entre las láminas beta.
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Proteína pdb5nn9.ent: podemos apreciar la distribución de las láminas beta. En la imagen de la derecha sólo se ven las cadenas beta y están marcados con una línea roja el borde superior de cada lámina.

9. pdb5p21.ent:



Esta proteína presenta un plegamiento Rossman, formado por seis cadenas beta paralelas rodeadas de una coraza de cinco hélices alfa. El motivo estructural típico de este tipo de plegamiento es β-α-β.



La distribución de residuos polares y apolares ya ha sido comentada en la primera proteína.
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Proteína pdb5p21.ent
10. pdb1pbb.ent:



La proteína pdb1pbb.ent pertenece al grupo de las proteínas α/β. Está formada por dos dominios con un lámina beta tipo hoja abierta (y yo diría que es un plegamiento Rossman) rodeada por hélices alfa. Las láminas de cada dominio están compuestas por cadenas unidas de forma beta meandro y son principalmente paralelas.

La distribución de residuos polares y apolares de este tipò de plegamiento ya ha sido comentada anteriormente.
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Proteína pdb1pbb.ent
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En muchas ocasiones al investigador le puede interesar estudiar una proteína de la que no se ha podido obtener la estructura tridimensional y no existe el pdb. En estos casos hay que recurrir a métodos indirectos de búsqueda a partir de proteínas homólogas. En esta práctica vamos a aprender a utilizar diferentes aproximaciones para la búsqueda de secuencias homólogas en bases de datos, que nos permitirán posteriormente modelar la estructura de nuestra proteína de estudio.


Durante la primera parte de la práctica (práctica 3.1) utilizamos dos programas, blastp y psi-blast, y en la segunda parte (práctica 3.2) usaremos Hidden Markov Models (HMM).

I. Práctica-3.1: Blastp y Psi-Blast

El programa BLAST utiliza las matrices PAM y BLOSUM para hacer la búsqueda. Estas matrices contienen una serie de frecuencias de sustitución generales para todo tipo de proteínas; si las frecuencias fuesen por familias, la sensibilidad sería mayor.

Existen varias modalidades del programa BLAST pero nosotros utilizaremos dos de ellas:

1. Blastp: se trata de hacer un blast pero es específico para comparar proteínas con proteínas. Además el funcionamiento es más manual.

2. Psi-blast: se trata de una modificación del programa blast, de manera que lo que utiliza son matrices de pesos específicas de posición (MPEP), es decir: hace una primera búsqueda mediante un blast “normal”, y posteriormente, construye una MPEP a partir de las secuencias homólogas que ha encontrado poniéndole un “peso” a cada posición dependiendo de la conservación que presente. Después hace una nueva búsqueda a partir del perfil creado (la MPEP) y crea un nuevo perfil. Así puede va haciendo todas las iteraciones que nosotros le indiquemos. De esta manera la búsqueda es mucho más fina. 


Su funcionamiento es más automático.


Ambos programas hacen una búsqueda en las bases de datos disponibles en la red. Nosotros utilizaremos la base de datos del swissprot y PDB. La gran diferencia que existe entre ambas es que, la primera es una recopilación de todas las proteínas que se han secuenciado hasta el momento, y, por tanto, es más general; mientras que la segunda contiene sólo aquellas proteínas de las que se conoce la estructura tridimensional, por lo que es más restringida.

1. BLASTP:


Para realizar esta práctica utilizaremos una secuencia de hemoglobina: hbb_tarsy.sw. 

Procedimiento seguido durante las prácticas:

1. /disc9/BLAST/EXE/blastall_-: este commando nos enseña las opciones de blastall:

- -i: nombre del fichero que contiene la secuencia problema.

- -p: nombre del programa que se ha de utilizar.

- -d: path y nombre de la base de datos a usar, en este caso swissprot.

- -o: nombre del fichero de salida con los resultados del programa.

2. Así llamamos al programa: /disc9/BLAST/EXE/blastall_-p_blastp_-i_hbb-tarsy.sw_-d_/disc9/DB/blast /swissprot_-o_blast-sw.out_&

El programa nos genera un fichero (blast-sw.out)con el resultado del blastp.

Cogemos las tres últimas secuencias que se obtienen del blastp:
...

sp|P02013|HBA2_XENLA HEMOGLOBIN ALPHA-2 CHAIN (MINOR)                  97  1e-20

sp|P18981|HBA2_VAREX HEMOGLOBIN ALPHA-II CHAIN                         97  1e-20

sp|P06347|HBAZ_PANTR HEMOGLOBIN ZETA CHAIN                             97  2e-20

sp|P80945|HBAA_ANGAN HEMOGLOBIN ANODIC, ALPHA CHAIN                    97  2e-20
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sp|P02008|HBAZ_HUMAN HEMOGLOBIN ZETA CHAIN                             97  2e-20

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

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

¿Porqué cogemos las tres secuencias que, dentro de la homología, son las más diferentes a la nuestra? La idea es que nosotros lo que queremos es buscar homólogos remotos, de manera que si cogemos las secuencias más cercanas a la nuestra, nos será más difícil. Con las secuencias más lejanas somos capaces de “enganchar” proteínas homólogas más remotas que nos puedan dar posteriormente más información sobre la estructura. 

3. El tercer paso es buscar las secuencias de estas tres proteínas y crear  un fichero que contenga las tres secuencias más la nuestra, todas en formato fasta.

4. En último paso es hacer un alineamiento múltiple mediante el programa clustalw que nos permitirá ver cuales son las regiones más conservadas y poder así obtener el perfil:

- /disc9/CLUSTALW/clustalw: así llamamos al programa y nos salen un menú con varias opociones:

Your choice: 1  

Your choice: secuencias.fa # fichero que contiene las cuatro secuencias.

Your choice: 2          # opción para hacer el alineamiento multiple. 

Your choice: 1          # Do complete multiple alignment now (Slow/Accurate)

CLUSTAL-Alignment file created  [secuencias.aln]: (enter)

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment: (enter)

Your choice: x (exit)

- El programa genera un fichero llamado secuencias.aln que contiene el alineamiento múltiple:

HBB_TARSY|       MVHLTAEEKAAVTALWGKVD--VEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFG-DLSTPAAVMS

HBAZ_HUMAN|      --SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHF--DLHP-----G

HBAZ_CAPHI|      --SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHF--DLHS-----G

HBA_LEPPA|       -MRFSQDDEVLIKEAWGLLH-QIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSAN-----

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

HBB_TARSY|       NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

HBAZ_HUMAN|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA

HBAZ_CAPHI|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLAS

HBA_LEPPA|       NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA

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

HBB_TARSY|       HFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

HBAZ_HUMAN|      RFPADFTAEAHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

HBAZ_CAPHI|      HFPADFTADAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

HBA_LEPPA|       HYGEKFTPEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

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


Los asteriscos representan aquellas posiciones donde la homología es completa (100%) y el punto indica aquellas posiciones donde hay una conservación del tipo de residuo, por ejemplo si son hidrofóbicos...

Normalmente se considera que dos proteínas son homólogas si se observa un mínimo del 30% de conservación de sus residuos.

2. PSI-BLAST:


En este apartado continuaremos utilizando la misma secuencia problema que en el anterior.

Procedimiento seguido durante las prácticas:

1. Para ver las opciones del programa hacemos: /disc9/BLAST/EXE/blastpgp

- -d: path y nombre de la base de datos que utilizaremos, en este caso PDB.

- -i: nombre de la secuencia.

- -o: nombre del fichero de salida.

- -j: número de iteraciones que precisamos.

- -C: crea un perfil en código binario a partir de las secuencias de la base de datos.

- -R: lee un perfil creado por el programa.

- -B: lee un perfil creado por nosotros.

2. Ejecutamos el programa: 

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp_-i_hbb-tarsy.sw_-d_/disc9/DB/blast/pdb_       -j_2_-C_hbb-tarsy.bls1_-o_hbb-tarsy.out_&

El programa crea dos ficheros: el perfil, en código binario (hbb-tarsy.bls1) y un fichero que lo podemos entender. El contenido parcial de este fichero es el siguiente:

BLASTP 2.1.3 [Apr-1-2001]

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

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

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs",  Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

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

         (147 letters)

Database: /disc9/DB/blast/pdb

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

Searching..................................................done

Results from round 1

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        264  2e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        264  2e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        263  5e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        263  5e-71

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aj9.ent Chain B                        260  2e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain B                        260  2e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1b86.ent Chain D                        260  2e-70

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bab.ent Chain B                        260  2e-70

...

3. En este tercer paso vamos ‘lanzar’ el perfil creado (hbb_tarsy.bls1) contra la base de datos: 

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp_-i_hbb-tarsy.sw_-d_/disc9/DB/blast/pdb_        -j_2_-C_hbb-tarsy.bls2_-o_hbb-tarsy.out2_-R_hbb-tarsy.bls1_&



Si miramos el contenido del fichero de salida, vemos que los mejores candidatos son los primeros. Estos son los homólogos remotos que cogeríamos para seguir trabajando:

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

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

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

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

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

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

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

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

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bbb.ent Chain B                        233  4e-62

...

La principal diferencia entre el primer psi-blast y este último es que el primero se ha hecho a partir de ‘lanzar’ la secuencia problema contra la base de datos, y en el último lo que ‘lanzamos’ es un perfil, y eso nos permite una búsqueda más fina de homólogos remotos, porque lo que encontramos son secuencias que encajen bien con todo el perfil. Psi-blast nos permite encontrar homólogos que mediante el blastp lo ‘perderíamos’.

4. En esta última parte de la práctica vamos a ‘tirar’ contra la base de datos pdb el perfil que hemos creado con el blastp: secuencias.aln
- Ejecutamos el programa:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp_-i_hbb-tarsy.sw_-d_/disc9/DB/blast/pdb_        -j_2_-B_secuencias.aln_-o_hbb-tarsy.out3_&

                                                                  


   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain B                        224  2e-59

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1fhj.ent Chain D                        224  2e-59

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain B                        221  2e-58

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dxt.ent Chain D                        221  2e-58

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0u.ent Chain B                        221  2e-58

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0u.ent Chain D                        221  2e-58

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0z.ent Chain B                        221  2e-58

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a0z.ent Chain D                        221  2e-58

…



La gran diferencia entre darle un perfil hecho a psi-blast o dejarlo que lo haga él, es que psi-blast crea un perfil a partir de las secuencias que cree más óptimas para ello, mientras que el perfil hecho por nosotros no sabemos si está hecho a partir de las secuencias óptimas (en nuestro caso, sólo a partir de tres).




Otra idea importante que podemos ver es que según las opciones que introduzcamos en el psi-blast, obtenemos unos resultados u otros. Esto puede ser importante porque nos permite hacer diferentes opciones dependiendo de los intereses que tengamos.

II. Práctica-3.2: Hidden Markov Models (HMM)

HMM es un método estadístico que encuentra, a partir de una matriz de pesos ‘especial’, cual es la probabilidad de que un residuo determinado en una posición determinada sea sustituido por otro, es decir, asigna un peso y fuerza a que una determinada posición tenga mayor o menor probabilidad de ser sustituida.

Las matrices son los HMM y podemos alinear un conjunto de secuencias contra el HMM, pero también podemos alinear los HMM contra un conjunto de secuencias. Lo novedoso es que podemos tener un HMM para cada familia de proteínas, de forma que la búsqueda puede ser todavía más sensible.


El programa que hemos utilizado en prácticas es el HMMER. De hecho es un paquete de programas de los que nosotros hemos usado:

1. hmmcalibrate: coge un HMM y determina empíricamente unos parámetros que permiten hacer un búsqueda más sensible, es decir, lo que hace es coger las secuencias menos similares, puesto que las más similares contienen mucha información que llega a ser irrelevante.

2. hmmbuild: construye un HMM a partir de una alineamiento múltiple de secuencias.

3. hmmsearch: coge el HMM y busca en una base de datos de secuencias.

4. hmmpfam: hace lo contrario que hmmsearch, o sea, a partir de una secuencia busca en una base de datos de HMMs.

5. hmmalign: crea un alineamiento múltiple de acuerdo al HMM de las diferentes secuencias que hemos puesto.

A continuación, muestro un pequeño esquema que quiere ser un resumen de los programas anteriores:
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Este práctica es una introducción en el manejo del programa HMMER. Para ello seguimos el tutorial que hay en el manual de prácticas. La verdad es que encuentro un poco irrelevante y hasta cierto punto innecesario hacer una descripción exhaustiva de esta práctica, puesto que todo lo que hicimos está mejor explicado en el manual de clase. Aún así voy a hacer un pequeño resumen:

1. El objetivo de la primera parte es la búsqueda en una base de datos de secuencias a partir de un único HMM. Para ello utilizamos el programa hmmbuild para construir un perfil de la familia de las globinas a partir de un alineamiento de 50 proteínas de esta familia; y, posteriormente, el programa hmmsearch para buscar con el HMM anterior en una base de datos ‘restringida’ (artemia.fa) o en una base de datos mayor (swissprot o pdb).

2. El objetivo de la segunda parte es ver como ahora podemos también ‘lanzar’ una secuencia contra un conjunto de HMMs. La idea es buscar entre el conjunto de perfiles cual encaja mejor con mi secuencia. Para ello utilizamos el programa hmmpfam contra una base de datos creada por nosotros o contra la base de datos pfam.
3. Por último, otro uso que tiene HMMER es que es capaz de crear alineamientos múlpliples gracias al programa hmmalign. Hmmalign es capaz de alinear un conjunto de secuencias siguiendo un perfil determinado.



El objetivo de esta práctica es aprender diferentes programas que nos permitirán la superposición de estructuras proteicas. ¿De qué nos sirve la superposición estructural? La utilidad que tiene la superposición de estructuras es que nos permite comparar dos proteínas y poder inferir, indirectamente a partir de la estructura tridimensional, el grado de homología entre ellas, es decir, la similitud.


En esta práctica aprenderemos el funcionamiento de dos programas que nos permitirán la superposición: XAM y STAMP.

III. Práctica-4.1: Superposición con XAM

El programa XAM intenta ir superponiendo cada átomo de una molécula con su átomo “homólogo” de la segunda. 

La base teórica del programa la detallo a continuación de forma escueta:

Consideramos un punto en la primera molécula, por ejemplo en una hélice, que será xi, y ese mismo punto en la misma hélice de la segunda molécula, yi. Entonces podemos calcular la distancia entre ambos puntos que será: 

di = | xi - yi |

Ahora se trata de hacer una aplicación sobre la función de distancia que me permita la rotación y traslación de una hélice sobre la otra. A esta aplicación la llamamos R. Así nos queda la nueva función de la distancia:

di = | xi - Ryi |2

En siguiente paso es hacer el sumatorio de todas las distancias entre residuos y dividirlo entre el total de residuos de la proteína, calculando posteriormente la raíz cuadrada. Obtenemos así el ROOT MEAN SQUARE DEVIATION (RMSD), que es el cuadrado promedio de las distancias:


Entonces lo que trata ahora el programa de hacer es minimizar el valor del RMSD, de manera que:

· Un RMSD entre 0 y 2 es el óptimo.

· Con un RMSD entre 2 y 5 podemos decir que las estructuras siguen siendo parecidas.

· Un RMSD mayor de 5 indican que la similitud es bajas.
Un cosa a tener en cuenta es que si las estructuras tienen diferente longitud, hay que indicarle de qué residuo a qué residuo queremos que nos haga la superposición.

En la práctica veremos la utilización del programa con los ficheros helix1.pdb, helix2.pdb, helix3.pdb y helix4.pdb.

Los residuos de cada hélice son:

· Hélice 1: del 1 al 23.

· Hélice 2: del 37 al 54.

· Hélice 3: del 1 al 14.

· Hélice 4: del 1 al 14.

En primer lugar vamos a superponer las hélices 3 y 4, que son las que tienen el mismo número de residuos. Para ejecutar el programa ponemos:

/disc9/Superposition/xam/xam

y nos sale un menú donde ponemos las diferentes opciones:

 Output file name : helix_3_4 

#nombre del fichero de salida
 Input file list? or <cr>:

 Structure   1 or <cr> : helix3.pdb

#nombre de los pdb para superponer.
 Structure   2 or <cr> : helix4.pdb
 Structure   3 or <cr> :

 Open file:

 helix3.pdb

 ATOM      1  N   LYS     1     -30.968 220.204  69.410

Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   1

#el propio programa indica 










 el número de residuos
 Open file:

 helix4.pdb

 ATOM      1  N   ARG     1      -9.673 209.345  81.811

 Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   2

 Total molecules:   2 total groups:   1

All mole. are the same type, if OK, <cr>:

 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,
#aquí se indican las
 7=SURFACE_NO_ATOM, 8=SURFACE_WITH_ATOM,



  diferentes opciones    9=RADIUS_OF_GYRATION, 10=RINGSHIFT, 0=STOP: 1


  del XAM.









#nosotros elegimos la 1.

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

 BB atoms are listed above, if yes <cr>      :

 Cyclopeptide? default is not, if OK <cr>    :

 RMSD of 1st str. to the rest? default is not:

 Output file for superimposed struc.? or <cr>: helix_3_4.pdb
#nombre de un pdb con la    superposición.


 Output file for mean structure? or <cr>     :

 Fragments for superposition, (default: all)

 first & last residue of frag.  1: 1 14

#indicamos el primer y último residuo.
 first & last residue of frag.  2:

#cuando acaba vuelve a salir el menú de opciones  y escogemos la 0 (salir del programa)

 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,

 7=SURFACE_NO_ATOM, 8=SURFACE_WITH_ATOM,

 9=RADIUS_OF_GYRATION, 10=RINGSHIFT, 0=STOP: 0

El contenido del fichero se salida, helix_3_4, es el siguiente:

# 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)

#

#  The meaning of the first five columns is:

#    BB(local), Heavy(local), BB(global), Heavy(global), SC(side chain)

   5

  1  0.00  0.00  0.57  0.00  3.84     LYS                         

  2  0.15  0.00  0.36  0.00  3.03     PRO                         

  3  0.12  0.00  0.31  0.00  2.89     CYS                         

  4  0.13  0.00  0.38  0.00  0.87     LEU                         

  5  0.06  0.00  0.53  0.00  4.73     MET                         

  6  0.09  0.00  0.32  0.00  1.93     ASP                         

  7  0.08  0.00  0.15  0.00  1.42     LEU                         

  8  0.09  0.00  0.27  0.00  4.03     HIS                         

  9  0.13  0.00  0.19  0.00  4.69     GLN                         

 10  0.09  0.00  0.13  0.00  3.28     THR                         

 11  0.16  0.00  0.13  0.00  5.31     TYR                         

 12  0.17  0.00  0.56  0.00  5.32     LEU                         

 13  0.47  0.00  0.52  0.00  5.21     LYS                         

 14  0.00  0.00  1.08  0.00  1.71     ALA                         

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

#


Como podemos apreciar en la tabla de valores del RMSD, el valor obtenido es muy bueno 0.46.

A continuación podemos abrir el fichero de salida en formato pdb con cualquier programa gráfico, por ejemplo Rasmol. Es resultado es el siguiente:


Como podemos observar la superposición es prácticamente perfecta. Cosa que corrobora el valor de RMSD de 0.46.


En una segunda parte vamos a superponer dos de las hélices que tienen diferente longitud, por lo que será necesario especificarle la programa de qué residuo a qué residuo queremos que nos superponga. En este caso de bemos especificarle:

· Para la hélice 2: del 37 al 44.

· Para la hélice 3: del 1 al 8.

El fichero de salida muestra una valor de RMSD mejor que el anterior, con lo que estas dos estructuras son más similares que la hélice 3 y 4 entre sí:



Como podemos comprobar en la imagen pdb de salida, existe una gran similitud en la zona que ha sido superpuesta.


Por último, de la misma manera que hemos superpuesto dos estructuras podemos hacerlo también con las cuatro: 

Como antes, es necesario indicarle los residuos a superponer:

· Hélice 1: residuos del 7 al 14.

· Hélice 2: residuos del 37 al 44.

· Hélice 3: residuos del 1 al 8.
· Hélice 4: residuos del 1 al 8.
El resultado es un valor de RMSD para cada pareja de estructuras:


IV. Práctica-4.2: Superposición con STAMP

A diferencia del XAM, STAMP se usas para alinear secuencias en base a su estructura tridimensional, de forma que el programa nos proporciona, además de la superposición un alineamiento posterior de la secuencia. 

Cabe destacar que STAMP realiza la superposición de forma automática, de forma que no hay que indicarle de qué residuo a qué residuo debe hacerlo.

La idea general en la que se basa el programa es sencilla: 

1. STAMP calcula, para residuo, la distancia (d1A, d1B, d1C... = distancia A del residuo 1...) respecto a los residuos que se encuentran a su alrededor; y esto lo hace para todas las estructuras que queramos superponer.
2. El siguiente paso consiste en sumar las distancias calculadas para cada residuo, de cada estructura.

3. Si ahora restamos la suma de las distancias de cada residuo en cada estructura, tendremos una estimación del grado de similitud y superposición de ambas, es decir, cuanto más parecidas sean dos proteínas, las suma de las distancias calculadas en una será más similar a la suma calculada para la otra proteína.

( = | d1A - d1B | + | d2A - d2B | . . .  
Para cada punto interesa que la resta sea mínima.

Lo que realmente utiliza el programa es un algoritmo de programación dinámica (Needleman-Wunsch) encargado de hacer las diferencias y construir una matriz similar a la resultante de un alineamiento de secuencias. Es así como el STAMP es capaz de generar también un alineamiento de secuencia en base a la superposición estructural.

Procedimiento seguido durante las prácticas:


Para esta práctica hemos utilizado el ejemplo de las globinas que viene en el manual de la asignatura (página 22). 

Para ejecutar el programa ponemos: 

stamp_-l_globin.domains_-rough_-n_2_-prefix_globin

El programa STAMP necesita un fichero de entrada, que es globin.domains Este fichero contiene:


./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}

Todos los ficheros de salida tendrán el nombre de globin. EL programa lo que hace es la superposición de dos de las estructuras y forma un cluster (globin.1), posteriormente añade una más y forma otro cluster (globin.2), de forma que al final tendremos un número menos de ficheros de salida que número de proteínas de estudio. El fichero más interesante es el globin.5 que contiene la superposición de los seis pdb. El contenido es:

./1lh1.pdb 1lh1 { ALL 

   0.92875    0.36043    0.08663         1.78050 

  -0.37068    0.90517    0.20799         3.28968 

  -0.00345   -0.22529    0.97429        -1.19931  }

./2lhb.pdb 2lhb { ALL 

   0.92919    0.36001    0.08360         1.86698 

  -0.36959    0.90528    0.20945         3.26820 

  -0.00028   -0.22552    0.97424        -1.20732  }

./1ecd.pdb 1ecd { ALL 

   0.92950    0.36047    0.07803         1.89342 

  -0.36879    0.90564    0.20931         3.25804 

   0.00478   -0.22333    0.97473        -1.28738  }

./4mbn.pdb 4mbn { ALL 

   0.92993    0.35850    0.08190         1.86779 

  -0.36773    0.90601    0.20957         3.23263 

   0.00093   -0.22500    0.97436        -1.22813  }

./2hhba.pdb 2hhba { CHAIN A 

   0.93034    0.35735    0.08226         1.83628 

  -0.36669    0.90618    0.21066         3.19077 

   0.00073   -0.22615    0.97409        -1.23948  }

./2hhbb.pdb 2hhbb { CHAIN B 

   0.92993    0.35865    0.08126         1.85654 

  -0.36774    0.90597    0.20973         3.24984 

   0.00160   -0.22492    0.97438        -1.22425  }

Alignment score  Sc = 7.773767

Alignment length Lp = 160

RMS deviation after fitting on 116 atoms =  2.490356
Secondary structures are from DSSP

(…)
Como podemos ver, tiene las coordenadas de superposición y el valor de RMSD. En este caso grande y la superposición no será tan buena. 


Ahora aplicaremos un par de programas que nos transformarán el formato del fichero globin.5 en un fichero pdb (que podremos abrir con el Rasmol) y en un fichero aln con el alineamiento de la secuencia:



1. aconvertMod2.pl_-in_b_-out_c_<_globin.5_>_globin.aln
2. transform_-f_globin.5_-g_-o_globin5.pdb

El resultado de los dos ficheros es:

Globin5.pdb:




Como podemos ver, hay zonas que superponen muy bien(círculo azulado) y zonas de menos superposición (círculos magenta) que son las que aumenta el valor de RMSD.

Globin5.aln:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

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

Éste es el alineamiento de la secuencia de las seis globinas hecho en base a la superposición de las estructuras.



Como ya se comentó en la práctica 3, muchas veces el investigador se encuentra que de la proteína que quiere estudiar no se ha podido obtener la estructura tridimensional, de forma que debe recurrir a métodos informáticos e indirectos para resolver el problema. A lo largo de las tres siguientes práctica (5, 6 y 7) vamos a llevar a cabo un modelado comparativo de una proteína de la familia de las subtilisinas, de la cual no conocemos la estructura. La proteína es la p11018 y de ella sólo tenemos la secuencia.

I. Práctica-5.1: Búsqueda de proteínas homólogas y 

alineamiento con Clustalw.


El primer paso del modelado comparativo es buscar proteínas (denominadas templates) que sean homólogas a la nuestra (la proteína target). Al igual que hicimos en la práctica 3.1, ahora vamos a utilizar el programa psi-blast. Una vez hayamos encontrado las proteínas homólogas, procederemos a realizar un alineamiento con Clustalw de la secuencia target con los templates obtenidos.

1. Búsqueda de proteínas homólogas con psi-blast:


Al igual que en la práctica 3.1, ahora vamos a correr el programa dos veces. Primero, vamos a ‘lanzar’ la secuencia contra toda la base de datos de swissprot, para poder encontrar el mejor patrón posible; y, posteriormente, lanzaremos el perfil creado contra la base de datos de pdb, para encontrar todos aquellos templates que tienen estructura (puesto que si no fuese así, no nos servirían).

La secuencia de la que partimos es: P11018.seq:
>sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

LTAPDELAEKAEQSHLLTL
Procedimiento seguido en prácticas:

A) /disc9/BLAST/EXE/blastpgp_-i_P11018.seq_-d_/disc9/DB/blast/swissprot_  -j_2_-C_P11018.bls1_-o_P11018.swis

B) El perfil creado es P11018.bls1 Ahora hacemos:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp_-i_P11018.seq_-R_P11018.bls1_-j_2_            -o_P11018.result_-d_/disc9/DB/blast/pdb

El archivo final es P11018.result. En él está el resultado de la búsqueda de psi-blast en la base de datos de pdb. Ahora, ¿qué criterios hay que seguir para saber cuáles son los mejores templates? 

1. Cojo la primera que es la que tiene el e-value menor, es la que más se parece a mi proteína y, por tanto, es la puede modelar la mayor parte de la estrutura.

2. A partir de ésta, lo importante es coger las proteínas, no sólo por su e-value, sino sobretodo porque se  capaz de taparme un gap de secuencia en la que no puedo modelar la estructura. Entonces se pueden dar dos situaciones diferentes:

· Que tenga un gap en la secuencia target pero no en los templates; con lo que, en principio no me afectaría el modelado.

· Que tenga un gap en los templates pero no en la secuencia target, con lo que entonces no hay manera de poder modelarlo y el programa le asignará una estructura “aleatoria”.

Yo he escogido tres proteínas templates que me han parecido las mejores:

1. pdb1scj.ent

2. pdb1bh6.ent

3. pdb1c9m.ent

C) En siguiente paso es refinar los archivos pdb y separarlos en dos ficheros por cadena, uno con la secuencia y otro con la estructura pdb de la cadena, con el siguiente programa:



Perl_/disc9/PERL/PDBtoSplitChain.pl_-1_-i_ pdb1scj.ent_-o_1scj

D) El último paso es poner todas las secuencias (los tres templates y el target) en un único fichero y correr el clustalW. EL resultado del alineamiento es:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment


pdb1bh6A        ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

pdb1c9mA        ------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

pdb1scjA        ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

P11018          MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

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


pdb1bh6A        K--VVGGASFVSGES----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLN

pdb1c9mA        N--IRGGASFVPGEP----STQDGNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLG

pdb1scjA        N--VRGGASFVPSETN---PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

P11018          KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

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

pdb1bh6A        S-SGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNS

pdb1c9mA        A-SGSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS

pdb1scjA        S-TGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

P11018          GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

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


pdb1bh6A        GNSGS-QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYT

pdb1c9mA        G-----AGSISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYA

pdb1scjA        GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

P11018          GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

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


pdb1bh6A        SLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT-----LSASQVRNRLSSTATNLGDS-FYYGKGLIN

pdb1c9mA        SLNG-TMATPHVAGAAALVKQKNPS-----WSNVQIRNHLKNTATSLGST-NLYGSGLVN

pdb1scjA        AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLGNS-FYYGKGLIN

P11018          KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

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


pdb1bh6A        VEAAAQ-------------

pdb1c9mA        AEAATR-------------

pdb1scjA        VQAAAQ-------------

P11018          LTAPDELAEKAEQSHLLTL

                  *                
De el alineamiento podemos extraer tres cosas:

1. En los extremos animo y carboxilo terminales (cuadros verdes) será imposible que podamos modelar la estructura tridimensional, por lo que, de ninguna manera, nos podremos fiar de su estructura.

2. Vemos que hay una zona (cuadro rojo) para la que ha sido posible tapar parcialmente el gap, de manera que seguramente estará bien modelado.

3. Observamos también unas zonas (cuadros azules) en las que hay gaps que no han podido ser tapados. En estas zonas habrá que estudiar posteriormente su estructura con más calma, porque pueden haber errores.

II. Práctica-5.2: Alineamiento estructural de los templates  

El objetivo de esta práctica es obtener otro alineamiento múltiple de la secuencia target con los templates, pero no a partir de la secuencia si no a partir de la estructura, mediante una superposición de los pdb de los templates con STAMP y la posterior producción del alineamiento mediante el paquete de programas HMMER. Posteriormente podremos comparar cual de los dos alineamiento produce mejores resultados en el modelado.

Como cada uno de estos programas ya han sido explicados en sus prácticas, encuentro un poco innecesario el entrar mucho en el detalle de cómo hacerlos funcionar, qué opciones poner... 

1. STAMP:

En este apartado hacemos una superposición estructural de los tres pdb de los templates y obtenemos posteriormente (gracias a los programas aconvertMod2.pl y transform) un alineamiento de la secuencia (est.aln) y un fichero pdb con la superposición (est.pdb):

Est.pdb: como podemos ver en la superposición existen zonas muy bien superpuestas (círculo rojo), pero también hay otras (círculo magenta) donde la superposición es peor, y ya analizaremos más tarde.

Est.aln: el resultado de este fichero después de haber eliminado las líneas de espacios e interrogantes (como podía apreciar en la práctica 4.2) es:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

pdb1c9mA       AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGI-STHPDLNIRGGASFVPGEPS-TQD

pdb1bh6A       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSG-ESYNTD

pdb1scjA       AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQD

pdb1c9mA       GNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLGASGSGAISSIAQGLEWAGNNGMH

pdb1bh6A       GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLD

pdb1scjA       GSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMD

pdb1c9mA       VANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSG----AGSISYPARYANAMAVGAT

pdb1bh6A       VINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNTIGYPAKYDSVIAVGAV

pdb1scjA       VINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTSTVGYPAKYPSTIAVGAV

pdb1c9mA       DQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG-TMATPHVAGAAALVKQKNPS

pdb1bh6A       DSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT

pdb1scjA       NSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

pdb1c9mA       WSNVQIRNHLKNTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR

pdb1bh6A       LSASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

pdb1scjA       WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ
2. HMMER:

Ahora la idea es construir un perfil HMM a partir del alineamiento anterior (con el programa hmmbuild) y después hacer un alineamiento final con las cuatro secuencias, las tres templates y la target (con el programa hmmalign).

El resultado final es el alineamiento hmmer.aln:

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

pdb1bh6A        ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIID

pdb1c9mA        ..................AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLD

pdb1scjA        ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

P11018          mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

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


pdb1bh6A        TGIASSHTDLK..VVGGASFV...SG-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALDN

pdb1c9mA        TGI-STHPDLN..IRGGASFV...PGEPS-TQDGNGHGTHVAGTIAALDN

pdb1scjA        SGIDSSHPDLN..VRGGASFV...PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNN

P11018          TGCDTSHPDLKnqIIGGKNFTdddGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDS

#=GC RF         xxxxxxxxxxx..xxxxxxxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

pdb1bh6A        TTGVLGVAPNVSLYAIKVLNS.SGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSL

pdb1c9mA        SIGVLGVAPSAELYAVKVLGA.SGSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSL

pdb1scjA        SIGVLGVSPSASLYAVKVLDS.TGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSL

P11018          NGGIAGVAPEASLLIVKVLGGeNGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSL

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx


pdb1bh6A        GGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNT..IGYPAKYDSV

pdb1c9mA        GSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSG----AGS..ISYPARYANA

pdb1scjA        GGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTST..VGYPAKYPST

P11018          GGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEG-DGDERTeeLSYPAAYNEV

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx..xxxxxxxxxx

pdb1bh6A        IAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMAS

pdb1c9mA        MAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG-TMAT

pdb1scjA        IAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMAT

P11018          IAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAA

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx


pdb1bh6A        PHVAGAAALILSKYPT.....LSASQVRNRLSSTATNLGDS.FYYGKGLI

pdb1c9mA        PHVAGAAALVKQKNPS.....WSNVQIRNHLKNTATSLGST.NLYGSGLV

pdb1scjA        PHVAGAAALILSKHPT.....WTNAQVRDRLESTATYLGNS.FYYGKGLI

P11018          PHVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPLDIAkTLAGNGFL

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxx.....xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxx


pdb1bh6A        NVEAAAQ.............

pdb1c9mA        NAEAATR.............

pdb1scjA        NVQAAAQ.............

P11018          YLTAPDElaekaeqshlltl

#=GC RF         xxxxxxx.............

//

III. Práctica-5.3: Modelado automático con MODELLER
Modeller es un programa que partiendo de un alineamiento y los pdb de las proteínas template, genera una fichero pdb con el modelo de la proteína problema. El programa calcula una serie de restricciones obtenidas mediante un análisis estadístico, que es fruto de comparar los templates.

Antes de ejecutar el programa hay que modificar el fichero que contiene el alineamiento. Esto lo hacemos con el programa aconvertMod2.pl, que pasa el alineamiento de formato clustal a formato pir, diciendo:

AconvertMod2.pl_-in_c_-out_p_<clustal.aln>clustal.ali
El programa lee un archivo de extensión .top. Este fichero contiene toda la información necesaria para que el programa funcione:

# PRIMER: STEP 5

#

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

# 

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

#

INCLUDE                             # Include the predefined TOP routines

SET ALNFILE  = 'clustal.ali'        # nombre del fichero del alineamiento
SET KNOWNS   = 'pdb1bh6A' 'pdb1c9mA' 'pdb1scjA'
     # pdb de los templates
SET SEQUENCE = 'P11018'             # nombre del target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' 
 # directorio donde están los ficheros input
SET STARTING_MODEL= 1               # número del primer modelo 

SET ENDING_MODEL  = 2               # número del último modelo
                                      (determinamos el nº de modelos a crear

SET DEVIATION     = 2.0             # siempre >0 para más de un modelo

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

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

Como podemos ver, el programa es capaz de hacernos tantos modelos de cada alineamiento, como le indiquemos.

Para ejecutar el programa basta con poner en el shell: mod_clustal.top.


En las prácticas hemos obtenido cuatro modelos: dos para el alineamiento de clustal (clustal.ali), y dos para el alineamiento estructural (hmmer.ali). Los cuatro modelos son: mod_clustal_1, mod_clustal_2, mod_hmm_1 y mod_hmm_2.

IV. Práctica-5.4: Evaluación estereoquímica con PROCHECK
Una vez obtenido los modelos, para decidir con cuál nos quedamos, existen un serie de programa que nos van a permitir evaluar la fiabilidad del mismo, midiendo diferentes parámetros. Por un lado, podemos ver la estereoquímica de la molécula, pero también podemos hacer un estudio energético para ver su estabilidad (práctica 6).

Este programa nos va a ayudar a evaluar ciertos parámetros estereoquímicos que nos van a poder permitir refinar el modelo. Algunos de estos parámetros son: los ángulos de enlace, diedros, conformación de las cadenas laterales de los residuos...

La calidad del modelo está relacionada con la resolución de las estructuras de los templates, de manera que es necesario saber la resolución de ellos. Para mis proteínas tengo que la resolución es :

1. pdbscj.ent: 2 Å.

2. pdb1bh6.ent: 1.75 Å.
3. pdb1c9m.ent: 1.63 Å.
En base a esta información, sabemos que el máximo error que podríamos cometer en el modelo sería de 2 Å, valor que hay que introducir desde el shell.

Para ejecutar el programa ponemos:  
procheck_single mod_clustal_1 2.0

En resultado del programa es una serie de información estadística, resumida en el archivo de extensión .sum; y gráfica, almacenada en diez ficheros de extensión .ps.

A) El contenido del archivo mod_clustal_1.sum, por ejemplo, es:

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

 |                                                                            |

 | mod_clustal_1   2.0                                           319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   84.9% core   11.8% allow    1.5% gener    1.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   18 labelled residues (out of 317)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      4 labelled residues (out of 180)                     |

 | 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:   13 |

*|                     Bond len/angle:    7.2    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.12  Covalent:  -0.27    Overall:  -0.17 |

 |                                                                            |

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

*| M/c bond angles:  92.1% within limits   7.9% highlighted       2 off graph |

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

 |                                                                            |

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

   + May be worth investigating further.  * Worth investigating further.

El valor más interesante es el de bad contacts, que indica en número contactos entre residuos (principalemente entre sus cadenas laterales) que incumplen algún tipo de restricción estérica. Para nuestros modelos tenemos:

1. mod_clustal_1 = 13.

2. mod_clustal_2 = 7.

3. mod_hmm_1 = 13.

4. mod_hmm_2 = 12.

B) Por lo que respecta a los ficheros gráficos .ps, el más importante es el primero que es un diagrama de Ramachandran de nuestro modelo. Por ejemplo, el diagrama para mod_clustal_1_01.ps es:




Como podemos ver, los residuos están divididos en cuatro categorías y el programa nos indica el porcentaje de residuos que se encuentran en cada categoría. A continuación, paso a resumir cuáles son esas categorías y los resultados para cada modelo:

	
	mod_clustal_1
	mod_clustal_2
	mod_hmmer_1
	mod_hmmer_2

	% de residuos den zonas favorecidas

	84.9
	85.6
	84.9
	84.5

	% de residuos en zonas permitidas

	11.8
	11.4
	11.8
	12.5

	% de residuos en zonas “generosamente” permitidas

	1.5
	1.8
	3.0
	1.5

	% de residuos en zonas no permitidas

	1.8
	1.1
	0.4
	1.5



A primera vista y con los resultados del programa, vemos que el modelo más idóneo de ser elegido según sus bad contacts es el modelo mod_clustal_2, y según el diagrama de Ramachandran, ese candidato volvería a ser el mismo, puesto que presenta el mayor porcentaje de residuos en zonas favorecidas y un porcentaje bajo de residuos en zonas desfavorecidas. Hasta aquí pueden llegar nuestras conclusiones de momento.


I. Práctica-6.2: Estabilidad estructural de los modelos


El objetivo de esta práctica es ver si los modelos tienen sentido o no desde en punto de vista energético. Por ejemplo, nunca pueden haber dos cargas del mismo signo cerca, por lo que no podremos permitir, por ejemplo, que dos glutámicos se encuentren a menos de una distancia mínima permitida.


El programa que nos va a permitir llevar a cabo esta tarea es el Prosa II. Prosa hace un cálculo estadístico sobre la base de datos y mira cuantas veces se encuentra un residuo determinado a una distancia de 1 Å, 1.1 Å, 1.2 Å,... de otro residuo concreto. De esta manera, obtiene valores de probabilidad que, según la ley de Blotzman, están relacionadas con las energías. Es así como podemos obtener los valores de las energías:



E = - KT ln P + ( KT lnZ )

Lo segundo que hace el programa es calcular las distancias de cada residuo con los demás residuos. Para cada distancia calculo la energía y, finalmente, la energía total de ese residuo en particular será el sumatorio de las energías calculadas para cada distancia.


Cuanto menor sea la energía, mejor será el modelo. Hemos de tener en cuenta que hay una gran cantidad de “sonido de fondo que ensucia” el gráfico resultante, pero el mismo programa nos permite eliminarlo.


Es importante hacer el comentario de que 

El programa es capaz de calcular varios tipos de energía:

1. Energía pair: la que resulta de la interacción de un residuo con todos los demás.

2. Energía surface: inidica si el residuo en concreto se encuentra mejor o peor hacia el exterior.

3. Energía combinada: combinación de las dos anteriores que indica la energía total del sistema. 

La energía que más nos interesa a nosotros es la combinada, porque puede ser, por ejemplo, que un residuo tenga una energía pair muy positiva, pero que al estar solvatada presente un energía surface muy baja y, por tanto, la energía total sea óptima.

Durante la práctica 6.1 aprendimos el manejo y funciones principales del programa, que pudimos aplicar posteriormente a nuestros modelos. Para ello seguimos el apartado de samples sessions de manual de prácticas (página 19).

El resultado de hacer un prosa con nuestros cuatro modelos es el siguiente:







De este gráfico podemos extraer varias cosas:

1. A primera vista los modelos clw_1 y hmmer_1, no presentan un pico positivo de energía que sí que presentan los otros dos.

2. Observamos una gran diferencia en la zona N-terminal entre los modelos que vienen del alineamiento del clustalw entre sí, y los modelos que vienen del alineamiento estructural. En principio, los modelos de cada alineamiento deberían ser más parecidos entre sí que no con los modelos del otro alineamiento. Lo único que podemos concluir de aquí es que quizá sea una zona más flexible de lo normal.

3. Como vemos, los picos máximos de energía los encontramos en los extremos amino y carboxilo, que son aquellas zonas en las que comentábamos en las práctica 5.1 y 5.2, que no podíamos tener una buena estructura por falta de template. Por este motivo, voy a proceder a cortar los extremos para ver si así mejora. Cortaremos del residuo 1 al 18, y desde el final hasta el residuo –13.

El resultado de hacer un prosa con los cuatro modelos ya cortados es el siguiente:







Como podemos ver, los modelos han mejorado notablemente sobretodo en el extremo C-terminal. En el extremo N-terminal seguimos viendo los picos de los modelos clw_2 y hmm_2. Por este motivo, seguramente estos dos modelos deberán ser descartados y habrá que continuar con los modelos clw_1 y hmm_1.

A continuación, muestro un último gráfico del prosa en el podemos ver como los modelos aparentemente mejor modelados presentan una energía negativa:


II. Práctica-6.3: Predicción de la estructura secundaria.


En esta parte de la práctica vamos a hacer una predicción de la estructura secundaria gracias al programa psi-pred, y después, se trata de compararlo con la estructura secundaria de cada uno de los modelos con el programa dssp. 

La idea de hacerlo es porque nos puede ayudar a ver qué zonas de los modelos no compaginan bien con la predicción de estructura secundaria para poder refinar mejor nuestros modelos.

1. Psi-pred:

Este programa parte de la secuencia de la proteína de estudio y aplicando una serie de redes neuronales llega al cálculo de la estructura secundaria. El resultado es una predicción, no es la estructura real.

Para poder ejecutar el programa ponemos: 
psi-pred_P11018.seq.

El programa genera una serie de archivos en los que es importante destacar que, para cada residuo, proporciona un valor de confianza de que la estructura predicha sea correcta. El valor de la confianza va desde 0 hasta 9 y nos da una idea de hasta qué punto podemos aceptar el resultado.

2. Dssp:

El programa dssp parte de una estructura pdb (en nuestro caso los modelos) y escribe la estructura secundaria que tiene. A diferencia de psi-pred, dssp, proporciona la estructura secundaria real del modelo.


En cuanto a la estructura secundaria, estos programa utilizan un código de letras para indicar que: H = hélice alfa, E = lámina beta y todo lo demás lo consideraremos loop = no hélice alfa y no lámina beta.

Después de hacer varios operaciones desde el shell para juntar el contenido de varios ficheros y arreglar el formato, el resultado es:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

P11018.ss2Seq         MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

Nº de residuo                 10        20        30        40        50        60

Confianza:
   
 987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577

P11018.ss2SS          CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

mod_clustal_1.dsspSS  ---------SSS-----SSB---HHHHHTTHHHHHHTT-S-TT-EEEEEES---TT-TT-

mod_clustal_2.dsspSS  -------S-----SS--------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-

mod_hmmer_1.dsspSS    ----------SSS----S-----HHHHHTTHHHHHHTT-S-TT-EEEEEES---TT-TTS

mod_hmmer_2.dsspSS    --------------TT-------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-

P11018.ss2Seq         KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

Nº de residuo                 70        80        90       100       110       120

Confianza:            325554220467888887888888887671664422237898268742797489999761

P11018.ss2SS          HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC

mod_clustal_1.dsspSS  -S-EEEEEE-STT---SSSTT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSB---SSTT-EEEEEE-S-

mod_clustal_2.dsspSS  -TT-S-EEE-STT--TTTTT---SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE-S-

mod_hmmer_1.dsspSS    -TTS-EEEESSSTT-S---TT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSS---SSTT-EEEEEE-S-

mod_hmmer_2.dsspSS    -TT-S-EEE--HHHHTS--TT--SSSHHHHHHHHHH--SSSSS---SSTT-EEEEEE-S-

P11018.ss2Seq         GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

Nº de residuo                130       140       150       160       170       180

Confianza:            799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378

P11018.ss2SS          CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC

mod_clustal_1.dsspSS  TTT----HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

mod_clustal_2.dsspSS  TTT----HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

mod_hmmer_1.dsspSS    TTT----HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-

mod_hmmer_2.dsspSS    TTT----HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.ss2Seq         GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

Nº de residuo                190       200       210       220       230       240

Confianza:            887888776678877652168887548996000035788404750898158975288053

P11018.ss2SS          CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE

mod_clustal_1.dsspSS  ---SSS-----BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

mod_clustal_2.dsspSS  ---SS------BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

mod_hmmer_1.dsspSS    --SSS--TTS-BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

mod_hmmer_2.dsspSS    --SSSS-TTS-BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.ss2Seq         KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

Nº de residuo                250       260       270       280       290       300

Confianza:
         315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675

P11018.ss2SS          EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

mod_clustal_1.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHT-SSSSS--SHHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

mod_clustal_2.dsspSS  EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHTSSTTTT--SHHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

mod_hmmer_1.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHTSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B--SSTTTT-TT-B--

mod_hmmer_2.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSS--HHHHHHHHHHTSB--S-IIIIITT-B--

P11018.ss2Seq         LTAPDELAEKAEQSHLLTL

Nº de residuo                310      319

Confianza: 
         2016887665421025469

P11018.ss2SS          EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

mod_clustal_1.dsspSS  SHHHHS-----SSS-----

mod_clustal_2.dsspSS  SHHHH---S--S-------

mod_hmmer_1.dsspSS    SHHHH------S----S--

mod_hmmer_2.dsspSS    SHHHH--S-------SS--

De aquí podemos inferir varias cosas:

1. En principio, aquí podríamos encontrar la respuesta a los picos de energía positiva observados en el prosa. Los picos están entre los residuos 40 y 80. Como señalo con el cuadro negro, vemos una variabilidad grande en la estructura secundaria de la zona comprendida entre los residuos 60 y 80. ¿Puede esto explicar el pico de energía observado en prosa? No lo tengo claro. 

2. Es fácil ver que hemos hecho bien en cortar los extremos de los modelos, puesto que no existe una estructura secundaria consenso clara en esta región. Esto lo único que provoca es un aumento en la energía total del modelo.

3. Por último vemos zonas en las que la predicción y la estructura real coinciden, y otras regiones en las que no ocurre así.

III. Otros métodos para evaluar de los modelos.

1. Superposición con XAM de los cuatro modelos:

La importancia que tiene, es porque nos puede ayudar a discernir cuál puede ser el mejor candidato entre los cuatro modelos. De aquí, obtenemos un valor de RMSD que nos da una idea de cuanto se parecen los modelos entre sí. El resultado es:

#   RMSD table

#   

#         1    2    3    4

#  1        0.84 1.41 1.50 

#  2  1.88       1.45 1.27 

#  3  2.36 2.53       1.02 

#  4  2.62 2.29 2.10       

El ranking en la similaridad que observamos es:

1. Los más parecidos entre ellos son el 1 y el 2 (0.84).

2. El 4 con el 3 (1.02).

3. El 2 con el 4 (1.27).

En principio, este resultado es el más lógico desde el punto de vista del alineamiento de las secuencias, pero no coincide con los resultados comentados anteriormente del prosa, según el cual el modelo 1 y 3 son los más parecidos. Quizá la explicación esté en que estamos viendo cosas diferentes, es decir, es posible que dos modelos hechos a partir del mismo alineamiento y, por tanto, más parecidos entre sí según esto, tengan un patrón energético diferente.

En general, vemos que todos los valores de RMSD son menores de 2, por lo que podemos decir que son bastante similares, como cabía esperar.

2. Superposición con STAMP cada modelo con los templates:


La idea de hacer este apartado es porque nos puede indicar cual de los modelos sigue mejor a los templates. Si observamos que algún modelo tiene zonas en las que muestra un estructura diferente a los templates, querrá decir que no ha sido bien modelado y tendremos que descartarlo.


Por los datos obtenidos en los apartados anterior, vamos a descartar los modelos que presentan el pico de energía en la región N-terminal. Por eso vamos a hacer el Stamp simplemente con los dos que tienen mejores perfiles energéticos.

A continuación muestro una imagen de cada superposición:


Como podemos ver en las imágenes, hay una serie de regiones en las que la estrcutura del modelo (en amarillo) se escapa de la estructura de los templates. Estas zonas coinciden exactamente con los gaps que no pudieron ser tapados en el alineamiento y que, por tanto, a los que el programa modeller, adjudicó una estructura de forma aleatoria.

Si hay que elegir entre uno de los dos como el óptimo, me parece que no puede ser a partir de estos datos, puesto que ambos presentan aproximadamente el mismo número de regiones mal modeladas y de la misma magnitud.

3. Estudio estereoquímico con procheck:


El estudio de estereoquímica ya lo hemos hecho en la práctica 5.4. Ahora lo que queremos comprobar es qué pasa al haber cortado los extremos en los dos modelos, clw_1 y hmm_1.


Lo más interesante es mirar los bad contacts y los diagramas de Ramachandran:

1. Bad contacts:
· clw_1 = 13.

· hmm_1 = 12.

2. Resumen de los resultados de los diagramas de Ramachandran:

	
	clw_1
	hmm_1

	% de residuos den zonas favorecidas

	84.8
	84.8

	% de residuos en zonas permitidas

	11.5
	11.9

	% de residuos en zonas “generosamente” permitidas

	1.6
	2.9

	% de residuos en zonas no permitidas

	2.0
	0.4




Si comparamos esto resultados con los obtenidos antes de cortar los extremos, vemos que prácticamente no han cambiado. Quizá lo que llama más la atención entre los dios modelos sea la diferencia notable en el porcentaje de residuo que se encuentran en zonas no permitidas. Esto nos puede ayudar a decantarnos hacia el modelo hmm_1, porque este porcentaje es menor.


En conclusión, y basándome en los datos del prosa y de procheck, el mejor modelo es hmm_1.



En esta práctica vamos a utilizar el programa gromos que nos permitirá la optimización estructural del mejor modelo, hmm_1. El programa gromos hace una evaluación de las energías de los residuos y va corrigiendo todas las interacciones desfavorables que haya entre ellos, de forma que la energía es optimizada. El cambio más evidente se producirá entre las cadenas laterales de los residuos.


Como sabemos, la estructura tridimensional de una proteína depende de una serie de factores:

1. Componentes enlazantes:

· La energía de enlace entre dos átomos.

· La energía de los ángulos de enlace.

· La energía de diedro.

2. Componentes no enlazantes:

· La interacción de Van der Waals.

· La interacción electrostática.

Todos estos parámetros forman parte de la llamada ecuación del campo de fuerzas. Entonces, el programa lo que intenta es minimizar al máximo el valor de esta ecuación respetando siempre una serie de restricciones de cada uno de los parámetros anteriores.


Para optimizar el modelo, es necesario “relajar” la estructura. Para ello utilizamos el programa grumos, que es un programa que, a parte de relajar la molécula, nos crea una interfaz que hace más fácil el manejo de gromos. 

Para ejecutarlo basta con poner ‘grumos’ y se va desplegando un menú que contiene muchas opciones. Una vez ya se ha corrido el programa genera una serie de ficheros de los que a nosotros los que más nos interesan son los .lis y los .gsf: 

1. Los fichero de formato lis son el resultado de un conjunto de pasos realizados por el programa en los cuales se nos va mostrando la energía del sistema. Normalmente la energía inicial es positiva y a medida que se va llegando al final, cada vez es más negativa. En mi modelo optimizado, se pasa de: 0.14520·105 a –0.17031·105. Como vemos la diferencia es considerable.

2. Los archivos de formato gsf contienen las coordenadas del modelo optimizado, por lo que siempre nos interesa el último, que tiene las coordenadas del modelo totalmente optimizado.

Una vez con el modelo, para compararlos podemos hacer dos cosas:

1. XAM: vemos que en la superposición lo que cambia principalmente son las cadenas laterales de los aminoácidos (círculo azulados), mientras que la cadena principal es prácticamente idéntica:






2. Procheck: los resultados son los siguientes:

Para el diagrama de Ramachandran:

	
	hmm_1
	hmm_opt_1

	% de residuos den zonas favorecidas
	84.8
	66.3

	% de residuos en zonas permitidas
	11.9
	28.6

	% de residuos en zonas “generosamente” permitidas
	2.9
	2.0

	% de residuos en zonas no permitidas
	0.4
	3.1


El número de bad contacts es: 0. 
Como vemos, aunque el diagrama de Ramachandran es peor, no importa, porque lo importante que hace el programa es reorientar las cadenas laterales de los residuos y minizar el número de bad contacts a costa de empeorar los ángulos de Ramachandran.
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Proteína  pdb1BDI: distribución de los residuos polares (en verde).
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PRÁCTICA-2: Caracterización de motivos y estructuras secundarias.





PRÁCTICA-1: Introducción a las estaciones gráficas de trabajo.





PRÁCTICA-3: Alineamiento de secuencias y búsqueda de homologías remotas.
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PRÁCTICA-4: Superposición estructural y caracterización de plegamientos
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RMSD table


#   


#         1    2


#  1        0.29 


#     2          0.00      





#   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       





Nombre del archivo pdb.


Nombre que le dará a la secuencia


Qué cadena de la secuencia queremos superponer
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Podemos ver que se mantienen las mismas regiones en las que tenemos gaps y que posiblemente darán problemas.








PRÁCTICA-5: Modelado comparativo.








PRÁCTICA-6: Valoración de la estabilidad estructural de los modelos.





Rojo: zona favorable.





Amarillo: zona permitida.





Crema: zona “generosamente” permitida.





Blanco: zona no permitida.





K = constante de los gases ideales.


T = temperatura.


P = probabilidad.


Z = constante de Boltzman.
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1 = mod_clw_1_corto                                             


2 = mod_clw_2_corto                                             


3 = mod_hmm_1_corto                                             


4 = mod_hmm_2_corto                                             
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PRÁCTICA-7: Optimización del modelo hmm_1.
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