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Pràctiques Biologia Estructural



Eva Lambea Martínez (16964)

PRÀCTICA 5. MODELATGE COMPARATIU
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OBJECTIUS 
Aquesta pràctica consta de quatre parts:


5.1.  Cerca de proteïnes homòlogues a la proteïna problema i alineament múltiple per ClustalW.

5.2. Aliniament estructural de les proteïnes homòlogues. Alineament múltiple per Hidden Markov.

5.3. Model automàtic mitjançant Modeller.

5.4. Validació del model mitjançant Procheck. Comparació estructural i caracterització del model entre les estructures homòlogues amb les que es va generar.
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Query= sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

 

         

(319 letters)

 

 

Database: /disc9/DB/blast/pdb

 

           

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

 

 

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

...........done
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Sequences producing significant alignments:             

 

 (bits)  

Value

 

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1scj.ent Chain A        

   

 

 207  6e

-

54

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbh.ent Chain              

 

206  1e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbi.ent Chain               

206  1e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yja.ent Chain               

206  1e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjb.ent Chain               

206  1e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjc.ent Chain               

206  1e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s01.ent Chain               

206  2e

-

53

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aqn.ent Chain               

203  2e

-

52

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1au9.ent Chain               

203  2e

-

52

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ak9.ent Chain              

 

201  4e

-

52

 

/seq/databas

es/pdb/scratch/pdb1sib.ent Chain E             

200  1e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2sic.ent Chain E             

200  1e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2sni.ent Chain E             

200  1e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratc

h/pdb5sic.ent Chain E             

200  1e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s02.ent Chain               

199  2e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bh6.ent Chain A             

198  4e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sup.ent

 Chain               

198  4e

-

51

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1a2q.ent Chain               

194  5e

-

50

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ubn.ent Chain A             

193  8e

-

50

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sua.ent Chain A     

        

188  5e

-

48

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1spb.ent Chain S             

186  2e

-

47

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1dui.ent Chain A             

186  2e

-

47

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sue.ent Chain               

186  2e

-

47

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1af4.ent Chain               

171  7e

-

43

 

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1be6.ent Chain               

1

71  7e

-

43

 

DESENVOLUPAMENT
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5.1. CERCA DE PROTEÏNES HOMÒLOGUES  I ALINIAMENT PER CLUSTALW.


En aquesta part de la pràctica partirem d’una proteïna de seqüència coneguda però d’estructura desconeguda (target). Per tal de fer un modelatge del seu plegament cercarem seqüències homòlogues a la proteïna problema mitjançant un BLAST contra la base de dades de Protein Data Bank que conté estructures. 



Els passos a seguir són:

1. Primer de tot crearem un directori per a la pràctica 5 i dins d’aquest un per a la pràctica 5.1:

mkdir practica_5

cd practica_5

mkdir practica_5.1

cd practica_5.1
2. A continuació baixem la seqüència target del disc 9 i la copiem dins el nostre directori:

cd /disc9/practica_5

cp /disc9/practica_5/P11018.seq .


3. El següent pas és la cerca de proteïnes homòlogues que tinguin estructura coneguda. Podem realitzar un BlastP o un PSI-Blast per a fer la cerca. En el nostre cas farem servir el PSI-Blast ja que fa alineament múltiple de totes les seqüències, crea una nova matriu i amb aquesta nova fa la cerca d’una nova seqüència per iteració i proporciona informació sobre quins són els residus més conservats.

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -d /disc9/DB/blast/pdb -j 2 -o P11018.out


La base de dades que hem triat és Protein Data Bank ja que tot i que Swissprot conté totes les seqüències, no totes aquestes seqüències tenen estructura coneguda. Com que el nostre objectiu és fer un modelatge del plegament de la proteïna target en base a proteïnes homòlogues d’estructura coneguda (templates), ens serà més útil fer un PSI-Blast contra PDB.
4. Obrim el fitxer generat pel PSI-Blast P11018.out:

[image: image15.jpg]


more P11018.out

Al quadre de superior es mostra una petita part de la llista de seqüències homòlogues trobades per PSI-Blast. 


5. A continuació hem de triar quines seqüències seleccionarem com a templates per tal que puguem arribar a trobar l’estructura de la nostra target. Per això, hem de tenir en compte els gaps presents a cadascuna de les seqüències : si tenim un gap a la seqüència target, aquest pot ser omplert per una altra seqüència que presenti residus d’aminoàcids allà on es troba el gap. El problema serà si quan en un lloc determinat de la seqüència problema, no hi hagi cap template que tingui aminoàcids que s’alineïn per això que hem tenir molta cura a l’hora de seleccionar els templates que farem servir, per tal que tinguem el mínim de gaps possibles i obtenir així el millor modelatge.

Les seqüències seleccionades foren:

	SEQÜÈNCIA
	SCORE
	e-VALUE

	Pdb1scj.ent
	207
	6e-54

	Pdb1dui.ent
	186
	2e-47

	Pdb1cse.ent
	171
	7e-43

	Pdb1af4.ent
	171
	7e-43

	Pdb1sel.ent
	164
	5e-41

	Pdb1tec.ent
	153
	1e-37

	Pdb1pek.ent
	96
	3e-20

	Pdb1ga1.ent
	42
	5e-4



6.Un cop triades les seqüències les copiem dins el directori en el que estem treballant:
cp /disc9/DB/pdb/pdb1scj.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1dui.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1cse.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1af4.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1sel.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1tec.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1pek.ent.Z .

cp /disc9/DB/pdb/pdb1ga1.ent.Z . 


7. A continuació les descomprimim per poder treballar amb elles:

gunzip 'nom de l'estructura'

8. Per tal de poder fer l’alineament entre les seqüències template i la target, necessitem tenir les primeres en format fasta. Primer de tot executarem les variables d’entorn i a continuació farem servir el programa següent:

tcsh

source /disc9/cshrc

PDBtoSplitChain.pl -i nom.ent -o nom

Aquest programa ens crea a partir del fitxer amb extensió (.ent) dos fitxers més de la seqüència en qüestió: un en format fasta i un en format pdb.
[image: image16.wmf]>sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

 

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

 

KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

 

GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

 

GDGDERTEELSYPAA

YNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

 

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

 

LTAPDELAEKAEQSHLLTL

 

 

>pdb1af4

 

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGT

VAALDNTTGV

 

LGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGM

DVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVA

AAGNSGNSGS

 

TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAA

ALILSKHPNL

 

SASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

 


9. El següent pas ja és l’alineament amb el ClustalW. Per tal de dur-lo a terme, primer de tot haurem d’enganxar en un emacs totes les seqüències que volem aliniar (target + templates):

[image: image17.wmf]>pdb1cseE

 

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

 

LGVAP

SVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS

 

TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNL

 

SASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

 

 

>pdb1duiA

 

AKCVSYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVAGGASFVPS

ETNPFQDNNSHGTHVAGTVLAVAPSAS

 

LYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGSSSTVGYPG

 

KYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS

 

LENTTTKLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

 

 

>pdb1ga1A

 

GTAKGHNPTEFPTIYDASSAPTAANTTV

GIITIGGVSQTLQDLQQFTSANGLASVNTQTIQTGSSNGDYSDDQQGQGEWD

 

LDSQSIVGSAGGAVQQLLFYMADQSASGNTGLTQAFNQAVSDNVAKVINVSLGWCEADANADGTLQAEDRIFATAAAQGQ

 

TFSVSSGDEGVYECNNRGYPDGSTYSVSWPASSPNVIAVGGTTLYTTSAGAYSNETVWNEGLDSNGKLWATGGGYSVYES

 

KPSWQSVVSGTPGRRLLPDISFDAAQGTGALIYNYGQLQQI

GGTSLASPIFVGLWARLQSANSNSLGFPAASFYSAISST

 

PSLVHDVKSGNNGYGGYGYNAGTGWDYPTGWGSLDIAKLSAYIRSNGFGH

 

 

>pdb1pekE

 

AAQTNAPWGLARISSTSPGTSTYYYDESAGQGSCVYVIDTGIEASHPEFEGRAQMVKTYYYSSRDGNGHGTHCAGTVGSR

 

TYGVVKKTQLFGVKVLDDNGSGQYSTIIAGMDFVASDKNNRNCPKGVVASLSLGGGYSSSVNSAAARLQSSGV

MVAVAAG

 

NNNADARNYSPASEPSVCTVGASDRYDRRSSFSNYGSVLDIFGPGTSILSTWIGGSTRSISGTSMATPHVAGLAAYLMTL

 

GKTTAASACRYIADTANKGDLSNIPFGTVNLLAYNNYQA

 

 

>pdb1scjA

 

AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIG

 

VLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAI

SNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG

 

STSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

 

WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

 

 

>pdb1selA

 

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

 

L

GVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS

 

TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTMASPHVAGAAALILSKHPNLS

 

ASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

 

 

>pdb1tecE

 

YTPNDPYFSSRQYGPQKIQAPQAWDIAEGSGAKIAIVDTGVQSNHPDLAG

KVVGGWDFVDNDSTPQNGNGHGTHCAGIAA

 

AVTNNSTGIAGTAPKASILAVRVLDNSGSGTWTAVANGITYAADQGAKVISLSLGGTVGNSGLQQAVNYAWNKGSVVVAA

 

AGNAGNTAPNYPAYYSNAIAVASTDQNDNKSSFSTYGSVVDVAAPGSWIYSTYPTSTYASLSGTSMATPHVAGVAGLLAS

 

QGRSASNIRAAIENTADKISGTGTYWAKGRVNAYKAVQY

 



Un cop generat l’emacs ja podem córrer el programa que es crida amb la següent comanda:




/disc9/CLUSTALW/clustalw

Es desplega un menú que hem d’anar seguint per obtenir l’alineament final:

1. Opció 1: Sequence input from disc.

2. Introduïm el nom del fitxer que conté les seqüències en format fasta: target+templates_fasta

3. Opció 2: alineament múltiple.

4. Opció 1: Fer un alineament múltiple complet ara.

5. El programa proposa un nom per l’outfile: target+templates_fasta.aln

6. El programa proposa un nom per l’arbre: target+templates_fasta.dnd

7. Sortim del programa: X

El resultat del ClustalW és el següent:
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CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

sp|P11018|   MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVK-----GKNIKVAVLDTG-CD

pdb1af4      ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFK-----GANVKVAVLDTG-IQ

pdb1cseE     ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFK-----GANVKVAVLDTG-IQ

pdb1duiA     ------------------AKCVSYGVSQIKAPALHSQGYT-----GSNVKVAVIDSG-ID

pdb1ga1A     --------------------GTAKGHNPTEFPTIYDASSAP---TAANTTVGIITIGGVS

pdb1pekE     ----------------AAQTNAPWGLARISSTSPGTSTYYYDESAGQGSCVYVIDTG-IE

pdb1scjA     ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYT-----GSNVKVAVIDSG-ID

pdb1selA     ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFK-----GANVKVAVLDTG-IQ

pdb1tecE     ---------YTPND--PYFSSRQYGPQKIQAPQAWDIAE------GSGAKIAIVDTG-VQ

                                     *                      .  . ..  *

sp|P11018|   TSHPDLKNQI-IGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAAN-DSNGGIAGVAPEAS

pdb1af4      ASHPDLN--V-VGGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAAL-DNTTGVLGVAPSVS

pdb1cseE     ASHPDLN--V-VGGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAAL-DNTTGVLGVAPSVS

pdb1duiA     SSHPDLN--V-AGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAG----------TVLAVAPSAS

pdb1ga1A     QTLQDLQQFTSANGLASVN---TQTIQTGSSNGDYSDDQQGQGEWDLDSQSIVGSAGGAV

pdb1pekE     ASHPEFE-----GRAQMVK---TYYYSSRDGNGHGTHCAGTVGSR------TYGVVKKTQ

pdb1scjA     SSHPDLN--V-RGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAAL-NNSIGVLGVSPSAS

pdb1selA     ASHPDLN--V-VGGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAAL-DNTTGVLGVAPSVS

pdb1tecE     SNHPDLAGKV-VGGWDFVD---NDSTPQN-GNGHGTHCAGIAAAVTNNSTGIAGTAPKAS

                 .       .                      .

sp|P11018|   LLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVD-------IISMSLGGP---SDVPELKEA

pdb1af4      LYAVKVLNS-SGSGSYSGIVSGIEWATTNGMD-------VINMSLGGA---SGSTAMKQA

pdb1cseE     LYAVKVLNS-SGSGSYSGIVSGIEWATTNGMD-------VINMSLGGA---SGSTAMKQA

pdb1duiA     LYAVKVLGA-DGSGQYSWIINGIEWAIANNMD-------VINMSLGGP---SGSAALKAA

pdb1ga1A     QQLLFYMADQSASG-NTGLTQAFNQAVSDNVAK------VINVSLGWCEADANADGTLQA

pdb1pekE     LFGVKVLDD-NGSGQYSTIIAGMDFVASDKNNRNCPKGVVASLSLGG----GYSSSVNSA

pdb1scjA     LYAVKVLDS-TGSGQYSWIINGIEWAISNNMD-------VINMSLGGP---TGSTALKTV

pdb1selA     LYAVKVLNS-SGSGSYSGIVSGIEWATTNGMD-------VINMSLGGA---SGSTAMKQA

pdb1tecE     ILAVRVLDN-SGSGTWTAVANGITYAADQGAK-------VISLSLGGT---VGNSGLQQA

                .  .     **    .                    .  .***

sp|P11018|   VKNAVK----NGVLVVCAAG--------NEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARE

pdb1af4      VDNAYA----RGVVVVAAAG--------NSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSN

pdb1cseE     VDNAYA----RGVVVVAAAG--------NSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSN

pdb1duiA     VDKAVA----SGVVVVAAAG--------NEGTSGS-SSTVGYPGKYPSVIAVGAVDSSNQ

pdb1ga1A     EDRIFATAAAQGQTFSVSSGDEGVYECNNRGYPDGSTYSVSWPASSPNVIAVGGTTLYTT

pdb1pekE     AARLQS----SGVMVAVAAG--------NNNADAR----NYSPASEPSVCTVGASDRYDR

pdb1scjA     VDKAVS----SGIVVAAAAG--------NEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQ

pdb1selA     VDNAYA----RGVVVVAAAG--------NSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSN

pdb1tecE     VNYAWN----KGSVVVAAAG--------NAGNTAP-----NYPAYYSNAIAVASTDQNDN

                        *     ..*        * .           *       .*
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sp|P11018|   LS-EFSN---ANKEIDLVA---------------P-GENILSTLPN--------------

pdb1af4      RA-SFSS---VGAELEVMA---------------P-GAGVYSTYPT--------------

pdb1cseE     RA-SFSS---VGAELEVMA---------------P-GAGVYSTYPT--------------

pdb1duiA     RA-SFSS---VGPELDVMA---------------P-GVSICSTLPG--------------

pdb1ga1A     SAGAYSNETVWNEGLDSNGKLWATGGGYSVYESKPSWQSVVSGTPGRRLLPDISFDAAQG

pdb1pekE     RS-SFSN---YGSVLDIFG---------------P-GTSILSTWIG--------------

pdb1scjA     RA-SFSS---AGSELDVMA---------------P-GVSIQSTLPG--------------
pdb1selA     RA-SFSS---VGAELEVMA---------------P-GAGVYSTYPT--------------

pdb1tecE     KS-SFST---YGSVVDVAA---------------P-GSWIYSTYPT--------------

              .  .*     .  ..                  *    . *

sp|P11018|   --------KKYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEE--SFQRKLSESEVFAQLIRRTLP

pdb1af4      --------NTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN--LSASQVRNR------------

pdb1cseE     --------NTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN--LSASQVRNR------------

pdb1duiA     --------NKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN--WTNTQVRSS------------

pdb1ga1A     TGALIYNYGQLQQIGGTSLASPIFVGLWARLQSANSNSLGFPAASFYSAISSTPSLVHDV

pdb1pekE     --------GSTRSISGTSMATPHVAGLAAYLMTLGKT--TAASACRYI------------

pdb1scjA     --------GTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT--WTNAQVRDR------------

pdb1selA     --------NTYATLNGT-MASPHVAGAAALILSKHPN--LSASQVRNR------------

pdb1tecE     --------STYASLSGTSMATPHVAGVAGLLASQGRS--ASNIRAAIEN-----------

                            ** .*.*   *    . .

sp|P11018|   LDIAKTL------AGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL----
pdb1af4      LSSTATY------LGSSFYYGKGLINVEAAAQ-----------

pdb1cseE     LSSTATY------LGSSFYYGKGLINVEAAAQ-----------

pdb1duiA     LENTTTK------LGNSFYYGKGLINVQAAAQ-----------

pdb1ga1A     KSGNNGYGGYGYNAGTGWDYPTGWGSLDIAKLSAYIRSNGFGH

pdb1pekE     ADTANKG------DLSNIPFGTVNLLAYNNYQA----------

pdb1scjA     LESTATY------LGNSFYYGKGLINVQAAAQ-----------

pdb1selA     LSSTATY------LGSSFYYGKGLINVEAAAQ-----------

pdb1tecE     --TADKI------SGTGTYWAKGRVNAYKAVQY----------

Si mirem els resultats podem veure que l’extrem N-terminal (color verd) no es troba cobert per cap seqüència template i que l’extrem C-terminal  (color blau) només es troba cobert per la seqüència 1ga1. Només hi ha una zona intermitja (color vermell) de la seqüència target que no es troba coberta amb cap de les seqüències templates ,però es tracta d’un gap molt petit, de tres residus, que en principi no hauria de donar problemes.
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5.2. ALINIAMENT MÚLTIPLE PER HIDDEN MARKOV.

A la pràctica 5.1 vam agafar seqüències i les vam alinear. Per això vam fer servir el PSI-Blast (per trobar la màxima informació sobre les proteïnes) i ClustalW (per fer aliniament de les seqüències templates amb la seqüència target).

En aquesta part, la 5.2, farem un aliniament segons l’estructura: Hidden Markov Models, i per això en cal crear un perfil. L’HMM proporciona informació sobre la possibilitat que un determinat residu prengui una determinada posició.

Per fer el Hidden Markov Model cal tenir un alineament múltiple inicial. No utilitzarem el de la pràctica 5.1 perquè seria redundant. Una altra manera que tenim de fer l’alineament és superposant estructures (que són molt més conservades que les seqüències). Així crearem un perfil de canvis que es produeixen en l’estructura de les proteïnes, i trobarem la probabilitat que en una determinada posició a l’espai pugui trobar cert aminoàcid. Com que treballarem amb estructures, i aquestes són més conservades, la informació que obtindrem serà més valuosa.

PART A: SUPERPOSICIÓ AMB L’STAMP

Els passos a seguir en aquesta pràctica són els següents:

1. Generar un alineament múltiple estructural amb el programa STAMP (que ens donarà una superposició d’estructures, un valor de RMS i un alineament estructural). 

Per fer-ho treballarem amb l’entorn tcsh:


tcsh


source /disc9/cshrc

2. Creem una carpeta per aquesta pràctica i entrem en ella:

mkdir practica_5.2

cd practica_5.2
3. A continuació baixem de la base de dades del PDB (que es troba a la ruta: /disc9/DB/pdb) els pdb (estructures) de les seqüències que vam utilitzar a la pràctica 5.1 com a templates per fer l’alineament amb el ClustalW. Per copiar de la base de dades els fitxers de les seqüències que ens interessen escrivim al Shell:




cp /disc9/DB/pdb/pdb1scj.ent.Z . (per exemple)

4. Un cop copiades les estructures que ens interessen les hem de descomprimir per tal de treballar amb elles:






gunzip *.Z


Amb l’asterisc descomprimim tots els fitxers amb extensió .Z

5. Per tal de poder córrer l’STAMP farem servir els fitxers en format pdb. Per tal d’obtenir-los, separarem per cadenes els fitxers amb extensió .ent amb els programa:




PDBtoSplitChain.pl –i nom.ent –o nom


Si la seqüència conté més d’una cadena triarem una per facilitar el tractament de les dades.

6. Obrim un emacs i creem el fitxer d’entrada que necessita l’STAMP per funcionar (es dirà templates.domains):

[image: image20.png]



./pdb1af4.pdb 1af4 {ALL}

./pdb1scj.pdb 1scj {Chain A}

./pdb1cse.pdb 1cse {Chain E}

./pdb1dui.pdb 1dui {Chain A}

./pdb1sel.pdb 1sel {Chain A}

./pdb1tec.pdb 1tec {Chain E}

./pdb1ga1.pdb 1ga1 {Chain A}

./pdb1pek.pdb 1pek {Chain E}
7. Finalment, executem el programa STAMP:
stamp –l templates.domains –rough –n 2 –prefix target+templates


La sortida que apareix al terminal és la següent:
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STAMP Structural Alignment of Multiple Proteins

 by Robert B. Russell & Geoffrey J. Barton

 Please cite PROTEINS, v14, 309-323, 1992

Running roughfit.

   Sc = STAMP score, RMS = RMS deviation, Align = alignment length

   Len1, Len2 = length of domain, Nfit = residues fitted

   Secs = no. equivalent sec. strucs. Eq = no. equivalent residues

   %I = seq. identity, %S = sec. str. identity

   P(m)  = P value (p=1/10) calculated after Murzin (1993), JMB, 230, 689-694

     No.  Domain1         Domain2         Sc     RMS    Len1 Len2  Align NFit Eq. Secs.   %I   %S   P(m)

Pair   1  1af4            1scj            9.55   0.56    274  275   275  273 272    0  69.49 100.00 0.00e+00

Pair   2  1af4            1cse            9.69   0.40    274  274   274  274 273    0 100.00 100.00 0.00e+00

Pair   3  1af4            1dui            9.06   0.77    274  266   275  262 260    0  69.62 100.00 0.00e+00
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Pair   4  1af4            1sel            9.65   0.36    274  273   274  272 271    0 100.00 100.00 0.00e+00

Pair   5  1af4            1tec            8.16   1.02    274  279   282  250 248    0  49.60 100.00 0.00e+00

Pair   6  1af4            1ga1            4.55   1.53    274  370   379  192 181    0  22.10 100.00 5.78e-76

Pair   7  1af4            1pek            6.80   1.28    274  279   296  217 212    0  40.09 100.00 0.00e+00

Pair   8  1scj            1cse            9.56   0.56    275  274   275  274 273    0  69.23 100.00 0.00e+00

Pair   9  1scj            1dui            9.25   0.53    275  266   275  262 261    0  84.29 100.00 0.00e+00

Pair  10  1scj            1sel            9.52   0.54    275  273   275  272 271    0  69.37 100.00 0.00e+00

Pair  11  1scj            1tec            8.16   1.04    275  279   283  252 248    0  45.56 100.00 0.00e+00

Pair  12  1scj            1ga1            4.52   1.54    275  370   379  190 178    0  22.47 100.00 8.59e-70

Pair  13  1scj            1pek            6.86   1.12    275  279   297  216 209    0  44.50 100.00 0.00e+00

Pair  14  1cse            1dui            9.07   0.80    274  266   275  263 262    0  69.08 100.00 0.00e+00

Pair  15  1cse            1sel            9.66   0.33    274  273   274  272 271    0 100.00 100.00 0.00e+00

Pair  16  1cse            1tec            8.22   1.01    274  279   281  252 250    0  49.60 100.00 0.00e+00

Pair  17  1cse            1ga1            4.52   1.50    274  370   380  189 175    0  22.29 100.00 8.02e-63

Pair  18  1cse            1pek            6.75   1.25    274  279   297  219 210    0  40.95 100.00 0.00e+00

Pair  19  1dui            1sel            9.03   0.69    266  273   275  259 258    0  69.38 100.00 0.00e+00

Pair  20  1dui            1tec            7.82   0.99    266  279   283  239 237    0  45.99 100.00 0.00e+00

Pair  21  1dui            1ga1            4.69   1.50    266  370   369  191 182    0  23.08 100.00 2.08e-79

Pair  22  1dui            1pek            6.76   1.19    266  279   292  213 206    0  42.72 100.00 0.00e+00

Pair  23  1sel            1tec            8.21   0.97    273  279   282  249 247    0  49.39 100.00 0.00e+00

Pair  24  1sel            1ga1            4.50   1.51    273  370   379  188 176    0  21.59 100.00 1.34e-64

Pair  25  1sel            1pek            6.77   1.24    273  279   296  216 208    0  40.38 100.00 0.00e+00

Pair  26  1tec            1ga1            4.26   1.70    279  370   382  188 174    0  20.69 100.00 1.88e-59

Pair  27  1tec            1pek            6.92   1.27    279  279   298  222 217    0  39.17 100.00 0.00e+00

Pair  28  1ga1            1pek            3.87   1.68    370  279   388  164 150    0  25.33 100.00 4.15e-08

Reading in matrix file target+templates.mat...

Doing cluster analysis...

Cluster:  1 (    1af4  &     1cse ) Sc  9.68 RMS   0.38 Len 274 nfit 273

 See file templates.1 for the alignment and transformations

Cluster:  2 (    1sel  &     1af4     1cse ) Sc  9.66 RMS   0.28 Len 274 nfit 271

 See file templates.2 for the alignment and transformations

Cluster:  3 (    1scj  &     1sel     1af4     1cse ) Sc  9.60 RMS   0.53 Len 275 nfit 272

 See file templates.3 for the alignment and transformations

Cluster:  4 (    1dui  &     1scj     1sel     1af4     1cse ) Sc  9.38 RMS   0.60 Len 275 nfit 259

 See file templates.4 for the alignment and transformations

Cluster:  5 (    1tec  &     1dui     1scj     1sel     1af4     1cse ) Sc  8.96 RMS   1.00 Len 283 nfit 242

 See file templates.5 for the alignment and transformations

Cluster:  6 (    1pek  &     1tec     1dui     1scj     1sel     1af4     1cse ) Sc  8.07 RMS   1.28 Len 309 nfit 215

 See file templates.6 for the alignment and transformations
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Cluster:  7 (    1ga1  &     1pek     1tec     1dui     1scj     1sel     1af4     1cse ) Sc  6.37 RMS   1.87 Len 405 nfit 192

See file templates.7 for the alignment and transformations

8. L’STAMP ens ha generat un fitxer anomenat target+templates.7, es tracta d’un alineament en vertical. Per passar-ho a horitzontal escrivim al terminal: 

      aconvertMod2.pl –in b –out c <templates.7> templates.horiz


On el fitxer templates.horiz conté totes les seqüències alineades excepte la proteïna target).

9.  Per generar un fitxer gràfic amb les estructures superposades, executem l’ordre:



transform –f templates.7 –g –o templates.7.pdb

10. Executem el Rasmol per visualitzar la superposició:
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/disc9/bin/rasmol
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Veiem que hi ha zones força superposades entre els diferents templates.


PART B: HIDDEN MARKOV MODELS (HMM)

Després de fer l’alineament estructural amb el programa STAMP, ara és el moment de crear el nostre model de Hidden Markov (seguirem treballant amb entorn tcsh).


Per fer el model HMM necessitem un fitxer inicial que contingui un alineament (de seqüències o d’estructures). Nosaltres farem servir l’alineament estructural generat amb l’STAMP a la part A de la pràctica 5.2., perquè el HMM ens creï un perfil d’aquest alineament i així el puguem aplicar a la nostra seqüència problema.


Per poder treballar amb el fitxer templates.7 generat per l’STAMP, s’ha de canviar de format per tal que el programa del HMM l’entengui i pugui crear el profile. Això ho farem amb l’ordre:

   aconvertMod2.pl –in b –out m <templates.7>templates.7.msf
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Un fragment del fitxer de tipus msf és el següent:

           

    1                                                              60

1ga1       ...GTAKG.. HNPTEFPTIY ........DA SS....APTA ANTTVGIITI GGVSQTLQDL

1pek       AA...QT... NA.PWGLAR. ISSTSPGTST YYY..DESAG QGSCVYVI.D TG..IEAS..

1tec       YTPND.PYFS SR.QYGPQKI Q........A PQAWD.IAEG SGAKIAIV.D TG..VQSN..

1dui       .....AKC.. .V.SYGVSQI K........A PALHSQGYTG SNVKVAVI.D SG..IDSS..

1scj       .....AQS.. .V.PYGISQI K........A PALHSQGYTG SNVKVAVI.D SG..IDSS..

1sel       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

1af4       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

1cse       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

space      .......... .......... .......... .......... .......... ..........

1ga1_dssp  ...?????.. ?????????? ........?? ??....???? ?????????? ??????????

1pek_dssp  ??...??... ??.??????. ?????????? ???..????? ????????.? ??..????..

1tec_dssp  ?????.???? ??.??????? ?........? ?????.???? ????????.? ??..????..

1dui_dssp  .....???.. .?.??????? ?........? ?????????? ????????.? ??..????..

1scj_dssp  .....???.. .?.??????? ?........? ?????????? ????????.? ??..????..

1sel_dssp  .....???.. .?.??????? ?........? ?????????? ????????.? ??..????..

1af4_dssp  .....???.. .?.??????? ?........? ?????????? ????????.? ??..????..

1cse_dssp  .....???.. .?.??????? ?........? ?????????? ????????.? ??..????..
1. El fitxer templates.7.msf el farem servir per construir un perfil (un fitxer del tipus HMM). El problema és que al fitxer templates.7.msf apareixen una sèrie de línies amb interrogants corresponents a l’informació de l’estructura secundària. Mitjançant un editor de text obrim templates.7.msf i el copiem en un emacs nou que es dirà nou.ok_templates.7.msf on esborrarem totes aquestes línies. Un exemple del resultat és el següent:
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//

           1                                                              60

1ga1       ...GTAKG.. HNPTEFPTIY ........DA SS....APTA ANTTVGIITI GGVSQTLQDL

1pek       AA...QT... NA.PWGLAR. ISSTSPGTST YYY..DESAG QGSCVYVI.D TG..IEAS..

1tec       YTPND.PYFS SR.QYGPQKI Q........A PQAWD.IAEG SGAKIAIV.D TG..VQSN..

1dui       .....AKC.. .V.SYGVSQI K........A PALHSQGYTG SNVKVAVI.D SG..IDSS..

1scj       .....AQS.. .V.PYGISQI K........A PALHSQGYTG SNVKVAVI.D SG..IDSS..

1sel       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

1af4       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

1cse       .....AQT.. .V.PYGIPLI K........A DKVQAQGFKG ANVKVAVL.D TG..IQAS..

           61                                                            120

1ga1       QQFTSANGLA SVNTQTIQTG SSNG.D.Y.. SDDQQGQGEW DLDSQSI... .......VGS

1pek       HP.....EFE GRAQMVKTY. ...Y...YS. SRDG..NGHG THCAGTVGS. .....RTYGV

1tec       HPD....L.A GKVVGGWDF. ..V..DNDST PQNG..NGHG THCAGIAAAV TNNSTGIAGT

1dui       HPD......L .NVAGGASF. ..VPSET.NP FQDN..NSHG THVAGTV... .......LAV

1scj       HPD......L .NVRGGASF. ..VPSET.NP YQDG..SSHG THVAGTIAAL .NNSIGVLGV

1sel       HPD......L .NVVGGASF. ..VAG.E.AY NTDG..NGHG THVAGTVAAL .DNTTGVLGV

1af4       HPD......L .NVVGGASF. ..VAG.E.AY NTDG..NGHG THVAGTVAAL .DNTTGVLGV

1cse       HPD......L .NVVGGASF. ..VAG.E.AY NTDG..NGHG THVAGTVAAL .DNTTGVLGV

2. Ara ja podem utilitzar el fitxer nou_templates.7.msf per fer el perfil HMM amb el programa hmmbuild:




hmmbuild templates.7.hmm nou.ok_templates.7.msf

3. A continuació fem el calibratge de templates.7.hmm amb el programa hmmcalibrate:




hmmcalibrate templates.7.hmm


El resultat de calibrar el nostre perfil es mostra a continuació:
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HMMER2.0  [2.2g]

NAME  nou.ok_templates.7

LENG  408

ALPH  Amino

RF    no

CS    no

MAP   yes

COM   hmmbuild templates.7.hmm nou.ok_templates.7.msf

COM   hmmcalibrate templates.7.hmm

NSEQ  8

DATE  Sat May 24 19:37:48 2003

CKSUM 6810

XT      -8455     -4  -1000  -1000  -8455     -4  -8455     -4

NULT      -4  -8455

NULE     595  -1558     85    338   -294    453  -1158    197    249    902  -1085   -142    -21   -313     45    531    201    384  -1998   -644

EVD   -212.771118   0.110738

HMM        A      C      D      E      F      G      H      I      K      L      M      N      P      Q      R      S      T      V      W      Y

         m->m   m->i   m->d   i->m   i->i   d->m   d->d   b->m   m->e

         -470      *  -1847

     1   1793   -759  -1310  -1001    -91  -1453   -468   -587   -826   -848   -294   -885  -1776   -712  -1022   -656   -514   -425   -661   2791     1

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294   -249

     -    -25  -6451  -7494   -894  -1115   -701  -1378   -470      *

     2   2126   -462  -1579  -1384  -1927   -812  -1240  -1279  -1255  -1754  -1039   -929  -1446  -1099  -1421   -112   2249   -787  -2246  -1901     2

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294   -249

     -   -649  -6451  -1512   -894  -1115   -701  -1378      *      *

     3   -604   -938   -998  -1059  -1832  -1042  -1092  -1737  -1075  -1875  -1417   -993   3539  -1066  -1192   -790   -867  -1384  -1766  -1661     3

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -62
4. El següent pas és utilitzar el programa hmmalign amb el que alinearem totes les seqüències utilitzades per crear el profile HMM amb la nostra seqüència problema (target: P11018.fa). Això equival a alinear el perfil (profile HMM) creat amb la seqüència problema (però directament no es pot fer perquè el profile és una matriu de números i no es pot alinear amb una seqüència). Per això crearem un fitxer en emacs que es dirà: totes_fasta.fa que contindrà:

· La seqüència problema (P11018.fa). Canviarem el seu identificador per >P1108.

· Totes les seqüències que hem utilitzat per crear el profile (en format fasta generat pel programa PDBtoSlipChain). Això serà un equivalent a posar el profile de forma que el programa el pugui entendre i alinear-lo amb una seqüència.


L’ordre que escrivim al terminal és la següent:



hmmalign –o resultat.ali templates7.hmm totes_fasta.fa


Els resultats de l’alineament quedaran emmagatzemats al fitxer de resultat.ali.
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# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

P11018          mngeirlipYVTNEQIMDVNELPEGIKVIK--------APEMWAKGVKGK

pdb1af4         .........-----AQT---V-PYGIPLIK--------ADKVQAQGFKGA

pdb1cseE        .........-----AQT---V-PYGIPLIK--------ADKVQAQGFKGA

pdb1duiA        .........-----AKC---V-SYGVSQIK--------APALHSQGYTGS

pdb1ga1A        .........---GTAKG--HNPTEFPTIY--------DASS----APTAA

pdb1pekE        .........-A---AQT--NA-PWGLARI-SSTSPGTSTYYY--DESAGQ

pdb1scjA        .........-----AQS---V-PYGISQIK--------APALHSQGYTGS

pdb1selA        .........-----AQT---V-PYGIPLIK--------ADKVQAQGFKGA

pdb1tecE        .........YTPND-PYFSSR-QYGPQKIQ--------APQAWD-IAEGS

#=GC RF         .........xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          NIKVAVL-DTG--CDTS--HPD-----LKNQIIGGKNFTDDDGGKEDA-I

pdb1af4         NVKVAVL-DTG--IQAS--HPD------L-NVVGGASF---VAGEAY--N

pdb1cseE        NVKVAVL-DTG--IQAS--HPD------L-NVVGGASF---VAGEAY--N

pdb1duiA        NVKVAVI-DSG--IDSS--HPD------L-NVAGGASF---VPSET-NPF

pdb1ga1A        NTTVGIITIGGVSQTLQDLQQFTSANGLASVNTQTIQTGSSNG-D-Y--S

pdb1pekE        GSCVYVI-DTG--IEAS--HP-----EFEGRAQMVKTY----Y---YS-S

pdb1scjA        NVKVAVI-DSG--IDSS--HPD------L-NVRGGASF---VPSET-NPY

pdb1selA        NVKVAVL-DTG--IQAS--HPD------L-NVVGGASF---VAGEAY--N

pdb1tecE        GAKIAIV-DTG--VQSN--HPD-----LAGKVVGGWDF---V--DNDSTP

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          SDY--NGHGTHVAGTIAAN.DSNGGIAGV-APE-ASLLIVK-VLgGENGS

pdb1af4         TDG--NGHGTHVAGTVAAL.DNTTGVLGV-APS-VSLYAVK-VL.NSSGS

pdb1cseE        TDG--NGHGTHVAGTVAAL.DNTTGVLGV-APS-VSLYAVK-VL.NSSGS

pdb1duiA        QDN--NSHGTHVAGTV---.------LAV-APS-ASLYAVK-VL.GADGS

pdb1ga1A        DDQQGQGEWDLDSQSI---.------VGSAGGAVQQLLFYMAD-.----Q

pdb1pekE        RDG--NGHGTHCAGTVGS-.----RTYGV-VKK-TQLFGVK-VL.DDNGS

pdb1scjA        QDG--SSHGTHVAGTIAAL.NNSIGVLGV-SPS-ASLYAVK-VL.DSTGS

pdb1selA        TDG--NGHGTHVAGTVAAL.DNTTGVLGV-APS-VSLYAVK-VL.NSSGS

pdb1tecE        QNG--NGHGTHCAGIAAAVtNNSTGIAGT-APK-ASILAVR-VL.DNSGS

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxx

P11018          G--QYEWIINGINYAVE.--Q.----KVDIISMSLGG--PS-----DVPE

pdb1af4         G--SYSGIVSGIEWATT.--N.-G---MDVINMSLGG--AS-----GSTA

pdb1cseE        G--SYSGIVSGIEWATT.--N.-G---MDVINMSLGG--AS-----GSTA

pdb1duiA        G--QYSWIINGIEWAIA.--N.-N---MDVINMSLGG--PS-----GSAA

pdb1ga1A        SASGNTGLTQAFNQAV-.SD-.N---VAKVINVSLGWCEADANADGTLQA

pdb1pekE        G--QYSTIIAGMDFVASdK-NnRNCPKGVVASLSLGG---G-----YSSS

pdb1scjA        G--QYSWIINGIEWAIS.--N.-N---MDVINMSLGG--PT-----GSTA

pdb1selA        G--SYSGIVSGIEWATT.--N.-G---MDVINMSLGG--AS-----GSTA

pdb1tecE        G--TWTAVANGITYAAD.--Q.-G---AKVISLSLGG--TV-----GNSG

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxx.xxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          LKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEG----------DGDERTeELSYPAAYNE

pdb1af4         MKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSG---------NSGSTNT.-IGYPAKYDS

pdb1cseE        MKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSG---------NSGSTNT.-IGYPAKYDS

pdb1duiA        LKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEG---------TSGSSST.-VGYPGKYPS

pdb1ga1A        EDRIFATAAAQGQTFSVSSGDEGVYECNNRGYPDGSTY-.SVSWPASSPN

pdb1pekE        VNSAAARLQSSGVMVAVAAGNN-------------NADA.RNYSPASEPS

pdb1scjA        LKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEG---------SSGSTST.-VGYPAKYPS

pdb1selA        MKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSG---------NSGSTNT.-IGYPAKYDS

pdb1tecE        LQQAVNYAWNKGSVVVAAAGNAG-------------NTA.-PNYPAYYSN

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxx
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P11018          VIAVGSVS---------VARELS----------EFSNAN-----------

pdb1af4         VIAVGAVD---------SNSNRA----------SFSSVG-----------

pdb1cseE        VIAVGAVD---------SNSNRA----------SFSSVG-----------

pdb1duiA        VIAVGAVD---------SSNQRA----------SFSSVG-----------

pdb1ga1A        VIAVGGTTLYTTSAGAYSNETVWNEGLDSNGKLWATGGGYSVYESKPSWQ

pdb1pekE        VCTVGASD---------RYDRRS----------SFSNYG-----------

pdb1scjA        TIAVGAVN---------SSNQRA----------SFSSAG-----------

pdb1selA        VIAVGAVD---------SNSNRA----------SFSSVG-----------

pdb1tecE        AIAVASTD---------QNDNKS----------SFSTYG-----------

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          ----------KEIDLVAPG---ENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSGA

pdb1af4         ----------AELEVMAPG---AGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGA

pdb1cseE        ----------AELEVMAPG---AGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGA

pdb1duiA        ----------PELDVMAPG---VSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGA

pdb1ga1A        SVVSGTPGRRLLPDISFDAAQGTGALIYN-YGQLQQIGGTSLASPIFVGL

pdb1pekE        ----------SVLDIFGPG---TSILSTWIGGSTRSISGTSMATPHVAGL

pdb1scjA        ----------SELDVMAPG---VSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGA

pdb1selA        ----------AELEVMAPG---AGVYSTYPTNTYATLNG-TMASPHVAGA

pdb1tecE        ----------SVVDVAAPG---SWIYSTYPTSTYASLSGTSMATPHVAGV

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          LALIKSY.EeesfQRKLSESEVFAQLIR------RTLP-LDI-A------

pdb1af4         AALILSK.H....P-NLSASQVRNRLSS-------TAT-Y-L-G------

pdb1cseE        AALILSK.H....P-NLSASQVRNRLSS-------TAT-Y-L-G------

pdb1duiA        AALILSK.H....P-NWTNTQVRSSLEN-------TTT-K-L-G------

pdb1ga1A        WARLQSAnS....-NSLG--FPAASFYSAISSTPSLV-H-DVKSGNNGYG

pdb1pekE        AAYLMT-.-....LGKTTAASACRYIAD-------TANKGDL-S------

pdb1scjA        AALILSK.H....P-TWTNAQVRDRLES-------TAT-Y-L-G------

pdb1selA        AALILSK.H....P-NLSASQVRNRLSS-------TAT-Y-L-G------

pdb1tecE        AGLLAS-.-....Q-GRSASNIRAAIEN-------TAD-K-I-S------

#=GC RF         xxxxxxx.x....xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

P11018          --KTLAGN-G-FLYLTAPDELAEKAEQshlltl...

pdb1af4         --------S--SFYYGKGLINVEAAAQ.........

pdb1cseE        --------S--SFYYGKGLINVEAAAQ.........

pdb1duiA        --------N--SFYYGKGLINVQAAAQ.........

pdb1ga1A        GYGYNAGT-GWDYPTGWGSLDIAKLSAyirsngfgh

pdb1pekE        -------NIP-FGTV-NLLAYN--NYQa........

pdb1scjA        --------N--SFYYGKGLINVQAAAQ.........

pdb1selA        --------S--SFYYGKGLINVEAAAQ.........

pdb1tecE        -------GT--GTYWAKGRVNAYKAVQy........

#=GC RF         xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.........

//
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5.3. MODELAT AUTOMÀTIC MITJANÇANT MODELLER. 
Fins ara hem fet:

· Pràctica 5.1: cerca de seqüències homòlogues per PSI-Blast i alineament de seqüències mitjançant ClustalW.

· Pràctica 5.2: alineament d’estructures mitjançant STAMP i creació d’un perfil amb HMMER.

Hem obtingut per duplicat un alineament en el qual s’observava si els aminoàcids estaven conservats, si hi havia deleccions, etc.

Ara, a la pràctica 5.3 anem a construir un model a partir d’un alineament de la seqüència target (P11018) vs PDB’s (proteïnes cristal.litzades, i que per tant, es coneix la seva estructura secundària).


La seqüència de la proteïna P11018 no té estructura coneguda. Com no la podem cristal.litzar per conèixer el seu plegament, utilitzarem l’estructura de proteïnes homòlogues per conèixer l’estrcutura de la proteïna problema. Això ho realitzarem a partir dels aliniaments realitzats a les pràctiques 5.1 i 5.2.


Per tal de construir un model per a la proteïna target farem servir programes de construcció de models, els quals guarden l’ordre de les mutacions que es donen als templates i els usa per crear l’estructura de la seqüència problema. Aquests programes fan mutacions de l’estructura template guardant la distància entre els C(, fent una transferència de coordenades:
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En aquest exemple es mostra com es canvia una A (Alanina) per una I (Isoleucina).

El que fa el programa de construcció de models és anar mutant els residus sobre la proteïna template segons el residu de la problema, respectant les distàncies entre els C(.


On no hi hagi alineament (no correspondència de seqüències), el programa s’inventa una estructura que podria ser una inserció o una delecció.

El resultat esquemàtic seria:
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En aquests casos, una solució és intentar arreglar l’alineament per millorar el model.
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Descripció teòrica del programa

En aquesta pràctica utilitzarem el programa Modeller per tal de generar els nostres models. Modeller  és un programa per al modelatge i comparació tridimensional de proteïnes per homologia.  L’ usuari proporciona la seqüència i el programa la modela versus estructures conegudes relacionades proporcionant automàticament un model atòmic complet.  Aquest modelatge el realitza tenint en compte les restriccions  espacials.

Quan el programa no troba un alineament de la seqüència target amb cap template, assumeix que es tracta d'una inserció en la seqüència target o una delecció en les seqüències template, els quals haurien de correspondre a loops.

PART A: EXEMPLE DE CREACIÓ D’UN MODEL, LA SUBTILISINA


La primera part de la pràctica consistirà en aprendre a crear un model a partir d’un exemple que trobarem a disc9, mentre que en la part B crearem un model a partir dels nostres alineaments de les pràctiques 5.1 i 5.2.


Els passos a seguir per a l’exemple són:

1. Escrivim tcsh al terminal per carregar les variables d’entorn que necessita el programa (perquè tingui constància d’on estan les dades).

2. source /disc9/cshrc
3. Creem una carpeta per a la pràctica i entrem en ella:

mkdir practica_5.3

cd practica_5.3
4. Copiem del disc9 la carpeta que necessitem (on es torba l’exemple):

cp /disc9/practica_5/subtilisin.tar .

5. Desempaquetem el directori:

tar xvf subtilisin.tar 
6. Entrem en el directori de la subtilisina:

cd subtilisin

Dins aquest directori els fitxers més importants són: 

a) p7.top: fitxer que conté les ordres del programa.
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# 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
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SET ALNFILE  = 'p7.ali'           # alignment filename
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SET KNOWNS   = '1scjA' '1sbh'        # codes of the templates
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SET SEQUENCE = 'P11018'               # code of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' # directories for input atom files
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SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model
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SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)
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SET DEVIATION     = 2.0             # have to be >0 if more than 1 model

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

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling
SET ALNFILE: tenim ‘p7.ali’ (alineament, però no és el del ClustalW, sinó un alineament modificat perquè el programa l’entengui.

SET KNOWS: tenim els pdb de les proteïnes homòlogues a la nostra que hem trobat amb els programes corresponents.
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SET SEQUENCE: posem el nom amb que volem que surti l’estructura que crearem de la nostra proteïna. Donarà dos fitxers perquè comença fent un model i acaba amb un altre:

· SET STARTING-MODEL: Posa ‘1’

· SET ENDING-MODEL: Posa ‘2’

SET DEVIATION: 2.0, criteri que entén sobre la diferència en les distàncies que hi ha entre diversos templates superposats (criteri de distàncies quan hi ha més d’una estructura superposada).

b) p7.aln: conté l’aliniament entre les entrades de pdb i la nostra seqüència problema (P11018).

c) Les seqüències *.pdb.

7. És important que els pdb’s passin pel programa PDBtoSplitChain.pl per separar per cadenes les seqüències:

PDBtoSplitChain.pl –i pdb1sbh.ent –o pdb1sbh

PDBtoSplitChain.pl –i pdb1scj.ent –o pdb1scj
8.  A continuació escrivim al terminal per tal que el programa entengui el tipus d’alineament:

aconvertMod2.pl –in c –out p <p7.aln>p7.ali


9. Ara ja podem executar el programa (Modeller):

mod p7.top

10. Veiem que s’ha generat un model: P11018.B99990001 (on 1 és l’extensió del model comentada anteriorment). També es genera un segon model P11018.B99990002.
11.  Intentem obrir-lo amb Rasmol per veure el resultat:




rasmol P11018.B99990001

12.  Veiem que hi ha un loop (lloc on no hi ha superposició perquè no s’han trobat residus per alinear):




S’hauria de refinar l’alineament situant els gaps en un altre posició.

Observem que hi ha un loop al mig d'una (-hèlix. Si obrim el fitxer de l'alineament veiem que hi ha un gap de 12 residus: EVFAQLIRRTLD.


Com que no té sentit l'existència d'un loop al mig d'una (-hèlix, el que es podria fer és moure el loop a un extrem  l'hèlix de forma manual modificant l'alineament i comprovar l’efecte visualitzant l’imatge amb el RASMOL.

PART B:  CREACIÓ DEL NOSTRE MODEL


En aquesta part de la pràctica 5.3, l’objectiu és crear el nostre model a partir dels alineaments fets amb PSI-Blast i amb STAMP+HMMER.


Els passos que seguirem són:

1. Crearem una carpeta dins el directori de practica_5.3 per als nostres models:






mkdir models_meus

2. Dins aquest directori copiem els fitxers necessaris per executar el programa (Modeller) que ens crearà el model (amb l’ordre cp). Els fitxers que copiarem seràn els següents:







    
    pdb1scj.ent









  pdb1cse.ent









  pdb1dui.ent









  pdb1af4.ent









  pdb1sel.ent









  pdb1tec.ent









  pdb1ga1.ent









  pdb1pek.ent

· target+templates_fasta.aln (aliniament tipus ClustalW obtingut a partir de PSI-Blast, a la pràctica 5.1).

· resultat.ali (aliniament provinent de la pràctica 5.2: STAMP+HMMER).

· p7.top (comandes que fa servir el programa que crea el model. Ara haurem de modificar els paràmetres ja que estem creant models diferents).

· p11018.seq (seqüència problema en format fasta).

3. Primer de tot farem servir el programa aconvertMod2.pl per a cadascun dels alineaments que utilitzarem per crear els nostres models:

aconvertMod2.pl –in c –out p <target+templates_fasta.aln> alin_psi.ali

aconvertMod2.pl –in c –out p <resultat.ali> alin_hmm.ali

4. A continuació modificarem el fitxer p7.top que conté les ordres pel Modeller de l’exemple de la subtilisina (part A de la pràctica 5.3) per adaptar-lo als nostres fitxers:

· En el cas del PSI-Blast:



 # 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  = 'alin_psi.ali'           
  # alignment filename

 SET KNOWNS   = '1scj''1cse''1dui''1af4'   # codes of the templates



    '1sel''1tec''1ga1''1pek'

 SET SEQUENCE = 'P11018'            
  # code of the target

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

 SET STARTING_MODEL= 1                     # index of the first model

 SET ENDIG_MODEL  = 2                      # index of the last model

                             # (determines how many models to calculate)

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

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

 CALL ROUTINE = 'model'      # do homology modelling

· En el cas del HMMER:


 # 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  = 'alin_hmm.ali'           
  # alignment filename

 SET KNOWNS   = '1scj''1cse''1dui''1af4'   # codes of the templates



    '1sel''1tec''1ga1''1pek'

 SET SEQUENCE = 'P11018'            
  # code of the target

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

 SET STARTING_MODEL= 1                     # index of the first model

 SET ENDIG_MODEL  = 2                      # index of the last model

                             # (determines how many models to calculate)

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

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

 CALL ROUTINE = 'model'      # do homology modelling

5. L’últim pas és executar el Modeller per als dos models:






mod mod_psi.top






mod mod_hmm.top

En aquest punt hem vist que el Modeller no s’executa bé amb tantes seqüències. Després de molts intents (hem provat seqüència per seqüència per veure quina fallava), hem aconseguit els següents models:

a) PSI-Blast: 2 models amb 2 seq (target + pdb1scj.pdb) i 2 models amb 3 seq (target + pdb1scj.pdb + pdb1pek.pdb).

b) HMM: 2 models amb 2 seq (target + pdb1scj.pdb)  i 2 models amb 3seq (target + pdb1scj.pdb + pdb1pek.pdb).


Un cop obtinguts els models el que tractarem ara és d’analitzar-los (pràctica 5.4).
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5.4. PROCHECK & DSSP.


En l’última part de la pràctica 5 mirarem de fer un primer estudi dels models generats amb el Modeller per tal d’anar triant amb quin dels models ens quedarem.
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Descripció teòrica del  Procheck


El primer programa que farem servir és el Procheck, el qual té una base de dades d’estructures i la compara amb el nostre model. 


La finalitat del Procheck és determinar la qualitat total de l’estereoquímica d’una estructura proteica donada, respecte estructures ben definides de la mateixa resolució, i donar una indicació de la fiabilitat de les disposicions dels residus en zones concretes.


Aquest programa demana dos inputs: el nom del model que volem analitzar i la resolució a la que es troba cristal.litzat (hem de triar la que sigui pitjor de totes). 


Els outputs que genera són principalment, un summary i uns arxius amb extensió .ps que s’explicaran més detalladament en el desenvolupament pràctic.
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Procediment pràctic 


Començarem executant el Procheck per a cadascun dels models obtinguts:


PART A: PROCHECK DELS DOS MODELS DEL PSI-BLAST

Amb el Modeller hem estat capaços d’obtenir:

· dos models amb tres seqüències (2 templates i la target) anomenats P11018.B99990001 (nosaltres li hem canviat el nom pel de 3seq_model1_clus) i P11018.B99990002 (el nom que li hem posat és 3seq_model2_clus).

· dos models amb dos seqüències (1 template i la target): anomenats P11018.B99990001 (nosaltres li hem canviat el nom per el de 2seq_model1_clus) i P11018.B99990002 (nosaltres li hem canviat el nom pel de 2seq_model2_clus).


Així doncs ens disposem a executar el programa escrivint la següent comanda al Shell:
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 Model de tres seqüències:


Primer de tot executem les variables d’entorn:






tcsh






source /disc9/cshrc


A continuació executem el Procheck  per als dos models:
            procheck_single 3seq_model1_clus (P11018.B99990001) 2.2

      procheck_single 3seq_model2_clus (P11018.B99990002) 2.2


*En aquest cas hem triat la resolució 2.2 de la seqüència 1pek.pdb ja que és pitjor que la de 1scj.pdb (2.0). El valor de la resolució l’obtenim del fitxer amb extensió .ent.


Veiem que en acabar d’executar-se el programa es creen una sèrie de fitxers com ara:

· 3seq_model_clus.sum: es tracta d’un fitxer de sumari.

· 3seq_model_clus.ps: són fitxers d’imatges on trobem el mapa de Ramachandran, per exemple.

· Altres arxius.


Els arxius que mirarem per tal que ens ajudin a triar quin model és el que agafarem són els dos primers:

(i) el fitxer amb extensió .sum ens dóna un paràmetres interessants:

· % de core: residus que es torben en les regions més favorables energèticament.

· % de disallowed: residus que es torben en regions no permeses.

· % de allowed: residus que tot i no trobar-se en regions més favorables energèticament, es torben en zones permeses.

· % de gener: residus que es troben en zones poc permeses.

· Nombre de bad contacts: aminoàcids que es troben amb impediments estèrics.

El fitxers sum d’ambdos models són els següents: 


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

 |                                                                            |

 | 3seq_model1_clus   2.2                                        319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   78.6% core   15.9% allow    3.7% gener    1.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   33 labelled residues (out of 317)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      7 labelled residues (out of 180)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     6.9              Bad contacts:   41 |

*|                     Bond len/angle:   18.1    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.39  Covalent:  -1.70    Overall:  -0.86 |

 |                                                                            |

*| M/c bond lengths: 93.0% within limits   7.0% highlighted       8 off graph |

*| M/c bond angles:  81.3% within limits  18.7% highlighted      23 off graph |

+| Planar groups:    98.0% within limits   2.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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

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

 |                                                                            |

 | 3seq_model2_clus   2.2                                        319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   80.1% core   15.9% allow    2.6% gener    1.5% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   22 labelled residues (out of 317)                     |

*| Chi1-chi2 plots:     15 labelled residues (out of 180)                     |

+| Main-chain params:    3 better     0 inside      3 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     9.3              Bad contacts:   59 |

*|                     Bond len/angle:   31.0    Morris et al class:  1  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

*| G-factors           Dihedrals:  -0.48  Covalent:  -2.38    Overall:  -1.18 |

 |                                                                            |

*| M/c bond lengths: 92.3% within limits   7.7% highlighted      16 off graph |

*| M/c bond angles:  78.0% within limits  22.0% highlighted      38 off graph |

+| Planar groups:    99.0% within limits   1.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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

A la següent taula es recullen els valors dels summary d’ambdos models:

	Model
	% core
	% allowed
	% disallowed
	%gener
	Bad contacts

	3seq_model1_clus
	78.6
	15.9
	1.8
	3.7
	41

	3seq_model2_clus
	80.1
	15.9
	1.5
	2.6
	59


Veiem que els resultats no són satisfactoris ja que el número de Bad Contacts és molt elevat (41 per al model 1 i 59 per al model2).

(ii) els fitxers amb extensió ps els obrirem amb Ghostview:

· Ramachandran: en la zona vermella es troben els residus situats en zones energèticament més estables (core), en la zona groga els aminoàcids situats en regions permeses (allowed), en la zona de color crema els residus en zones poc permeses (gener) i en la zona blanca els residus en regions no permeses (disallowed).





· El fitxer de sortida 04.ps indica on es troba la teva proteïna, respecte altres que ja s’han estudiat. Si el punt es troba fora de la franja indica que en aquell paràmetre el model falla, ja que la franja de color lila representa l’estadística de totes les estructures cristal·litzades a aquella resolució a la que tinc el meu model.
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 Model de dos seqüències:

            procheck_single 2seq_model1_clus (P11018.B99990001) 2.0

      procheck_single 2seq_model2_clus (P11018.B99990002) 2.0


*En aquest cas hem triat la resolució 2.0 de la seqüència 1scj.pdb ja que és l’únic template que tenim.. El valor de la resolució l’obtenim del fitxer amb extensió .ent.

Mirem els mateixos outputs que en el cas del model amb tres seqüències i els resultats són els següents:

Els fitxers summary són els que es mostren a continuació:

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

  |                                                                            |

  | 2seq_model1_clus   2.0                                        319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   86.0% core   11.1% allow    2.2% gener    0.7% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   15 labelled residues (out of 317)                     |

 +| Chi1-chi2 plots:      5 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:    16.6              Bad contacts:   13 |

 *|                     Bond len/angle:   14.9    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

  | G-factors           Dihedrals:  -0.12  Covalent:  -0.39    Overall:  -0.21 |

  |                                                                            |

  | M/c bond lengths: 98.6% within limits   1.4% highlighted                   |

 *| M/c bond angles:  90.7% within limits   9.3% highlighted       3 off graph |

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

  |                                                                            |

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

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

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

  |                                                                            |

  | 2seq_model2_clus   2.0                                        319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   82.7% core   14.4% allow    1.8% gener    1.1% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   16 labelled residues (out of 317)                     |

 *| Chi1-chi2 plots:      6 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:     5.5              Bad contacts:   11 |

 *|                     Bond len/angle:   13.3    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

  | G-factors           Dihedrals:  -0.17  Covalent:  -0.34    Overall:  -0.22 |

  |                                                                            |

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

 *| M/c bond angles:  91.4% within limits   8.6% highlighted       2 off graph |

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

  |                                                                            |

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

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

A la següent taula es recullen els valors dels summary d’ambdos models:

	Model
	% core
	% allowed
	% disallowed
	% gener
	Bad contacts

	2seq_model1_clus
	86
	11.1
	0.7
	2.2
	13

	2seq_model2_clus
	82.7
	14.4
	1.1
	1.8
	11


En aquest cas el numero de bad contacts ha disminuït respecte el model de 3 seqüències i a més a més ha augmentat el percentatge de core disminuint el percentatge de disallowed.

A continuació mirarem els fitxers amb extensió ps que obrirem amb Ghostview:

· Ramachandran: en la zona vermella es troben els residus situats en zones energèticament més estables (core), en la zona groga els aminoàcids situats en regions permeses (allowed), en la zona de color crema els residus en zones poc permeses (gener ) i en la zona blanca els residus en regions no permeses (disallowed).





· El fitxer de sortida 04.ps indica on es troba la teva proteïna, respecte altres que ja s’han estudiat. Si el punt es troba fora de la franja indica que en aquell paràmetre el model falla, ja que la franja de color lila representa l’estadística de totes les estructures cristal·litzades a aquella resolució a la que tinc el meu model.



En aquest punt, sembla ser que els models generats amb només una seqüència template (2seq_model1_clus i 2seq_model2_clus) són millors que els generats a partir de dues seqüències template (3seq_model1_clus i 3seq_model2_clus) ja que presenten un nombre inferior de bad contacts. No obstant, esperarem a fer l’anàlisi amb el PROSA (és més fiable) a la pràctica 6 per tal d’acabar de descartar aquest dos models de 3 seqüències.

PART B: PROCHECK DELS DOS MODELS DEL HMM

Amb el Modeller hem estat capaços d’obtenir:

· dos models amb tres seqüències (2 templates i la target) anomenats P11018.B99990001 (nosaltres li hem canviat el nom pel de 3seq_model1_hmm) i P11018.B99990002 (el nom que li hem posat és 3seq_model2_hmm).

· dos models amb dos seqüències (1 template i la target): anomenats P11018.B99990001 (nosaltres li hem canviat el nom per el de 2seq_model1_hmm) i P11018.B99990002 (nosaltres li hem canviat el nom pel de 2seq_model2_hmm).


Així doncs ens disposem a executar el programa escrivint la següent comanda al Shell:
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 Model de tres seqüències:


Primer de tot executem les variables d’entorn:






tcsh






source /disc9/cshrc


A continuació executem el Procheck  per als dos models:
            procheck_single 3seq_model1_hmm (P11018.B99990001) 2.2

      procheck_single 3seq_model2_hmm (P11018.B99990002) 2.2


*En aquest cas hem triat la resolució 2.2 de la seqüència 1pek.pdb ja que és pitjor que la de 1scj.pdb (2.0). El valor de la resolució l’obtenim del fitxer amb extensió .ent.


Veiem que en acabar d’executar-se el programa es creen una sèrie de fitxers com ara:

· 3seq_model_clus.sum: es tracta d’un fitxer de sumari.

· 3seq_model_clus.ps: són fitxers d’imatges on trobem el mapa de Ramachandran, per exemple.

· Altres arxius.


Els arxius que mirarem per tal que ens ajudin a triar quin model és el que agafarem són els dos primers:

(iii) el fitxer amb extensió .sum ens dóna un paràmetres interessants:

· % de core: residus que es torben en les regions més favorables energèticament.

· % de disallowed: residus que es torben en regions no permeses.

· % de allowed: residus que tot i no trobar-se en regions més favorables energèticament, es torben en zones permeses.

· % de gener: residus que es troben en zones poc permeses.

· Nombre de bad contacts: aminoàcids que es troben amb impediments estèrics.

El fitxers sum d’ambdos models són els següents: 


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

  |                                                                            |

  | 3seq_model1_hmm   2.2                                         319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   80.8% core   14.0% allow    3.3% gener    1.8% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   22 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:     5.3              Bad contacts:   13 |

 *|                     Bond len/angle:    6.6    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

  | G-factors           Dihedrals:  -0.16  Covalent:  -0.38    Overall:  -0.24 |

  |                                                                            |

  | M/c bond lengths: 97.1% within limits   2.9% highlighted                   |

 *| M/c bond angles:  90.4% within limits   9.6% highlighted       4 off graph |

 +| Planar groups:    99.0% within limits   1.0% highlighted                   |

  |                                                                            |

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

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



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

  |                                                                            |

  | 3seq_model2_hmm   2.2                                         319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   80.4% core   15.9% allow    2.6% gener    1.1% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   19 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:     7.2              Bad contacts:   15 |

 *|                     Bond len/angle:    9.8    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

  | G-factors           Dihedrals:  -0.16  Covalent:  -0.40    Overall:  -0.25 |

  |                                                                            |

  | M/c bond lengths: 97.4% within limits   2.6% highlighted                   |

 *| M/c bond ang les:  90.8% within limits   9.2% highlighted       4 off graph |

 +| Planar groups:    99.0% within limits   1.0% highlighted                   |

  |                                                                            |

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

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


A la següent taula es recullen els valors dels summary d’ambdos models:

	Model
	% core
	% allowed
	% disallowed
	% gener
	Bad contacts

	3seq_model1_hmm
	80.8
	14
	1.8
	3.3
	13

	3seq_model2_hmm
	80.4
	15.9
	1.1
	2.6
	15


Observant els tres paràmetres més representatius dels fitxers .sum (core, disallowed i bad contacts) dels models obtinguts amb dues seqüències template hem evidenciat que: els valors de core són molt similars en ambdos models mentre que els valors de bad contacts són millors en el model 1 (3seq_model1_hmm). Per contraposició, el valor de disallowed és millor en el model 2 (3seq_model2_hmm).

A continuació mirarem els fitxers amb extensió ps que obrirem amb Ghostview:

· Ramachandran: en la zona vermella es troben els residus situats en zones energèticament més estables (core), en la zona groga els aminoàcids situats en regions permeses (allowed), en la zona de color crema els residus en zones poc permeses (gener ) i en la zona blanca els residus en regions no permeses (disallowed).








· El fitxer de sortida 04.ps indica on es troba la teva proteïna, respecte altres que ja s’han estudiat. Si el punt es troba fora de la franja indica que en aquell paràmetre el model falla, ja que la franja de color lila representa l’estadística de totes les estructures cristal·litzades a aquella resolució a la que tinc el meu model.
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  Model de dos seqüències:

            procheck_single 2seq_model1_hmm (P11018.B99990001) 2.0

      procheck_single 2seq_model2_hmm (P11018.B99990002) 2.0


*En aquest cas hem triat la resolució 2.0 de la seqüència 1scj.pdb ja que és l’únic template que tenim.. El valor de la resolució l’obtenim del fitxer amb extensió .ent.

Mirem els mateixos outputs que en el cas del model amb tres seqüències i els resultats són els següents:

Els fitxers summary són els que es mostren a continuació:

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

  |                                                                            |

  | 2seq_model1_hmm   2.0                                         319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   80.8% core   15.1% allow    3.0% gener    1.1% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   24 labelled residues (out of 317)                     |

 +| Chi1-chi2 plots:      2 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:     7.7              Bad contacts:   11 |

 *|                     Bond len/angle:   10.6    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

 +| G-factors           Dihedrals:  -0.27  Covalent:  -0.61    Overall:  -0.38 |

  |                                                                            |

  | M/c bond lengths: 96.9% within limits   3.1% highlighted                   |

 *| M/c bond angles:  88.4% within limits  11.6% highlighted       6 off graph |

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

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

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

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

  |                                                                            |

  | 2seq_model2_hmm   2.0                                         319 residues |

  |                                                                            |

 *| Ramachandran plot:   81.9% core   14.8% allow    3.0% gener    0.4% disall |

  |                                                                            |

 *| All Ramachandrans:   20 labelled residues (out of 317)                     |

 +| Chi1-chi2 plots:      5 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:     9.9              Bad contacts:   16 |

 *|                     Bond len/angle:   10.8    Morris et al class:  1  1  2 |

 +|     1 cis-peptides                                                         |

 +| G-factors           Dihedrals:  -0.20  Covalent:  -0.53    Overall:  -0.31 |

  |                                                                            |

  | M/c bond lengths: 96.4% within limits   3.6% highlighted                   |

 *| M/c bond angles:  89.9% within limits  10.1% highlighted       4 off graph |

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

  |                                                                            |

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

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

A la següent taula es recullen els valors dels summary d’ambdos models:

	Model
	% core
	% allowed
	% disallowed
	% gener
	Bad contacts

	2seq_model1_hmm
	80.8
	15.1
	1.1
	3.0
	11

	2seq_model2_hmm
	81.9
	14.8
	0.4
	3.0
	16


Als models obtinguts amb una seqüència template hem observat que el model 2 (2seq_model2_hmm) mostra uns valors de core i disallowed millors que el model 1(2seq_model1_hmm), però en canvi, aquest últim presenta menor número de bad contacts.

A continuació mirarem els fitxers amb extensió ps que obrirem amb Ghostview:

· Ramachandran: en la zona vermella es troben els residus situats en zones energèticament més estables (core), en la zona groga els aminoàcids situats en regions permeses (allowed), en la zona de color crema els residus en zones poc permeses (gener ) i en la zona blanca els residus en regions no permeses (disallowed).






· El fitxer de sortida 04.ps indica on es troba la teva proteïna, respecte altres que ja s’han estudiat. Si el punt es troba fora de la franja indica que en aquell paràmetre el model falla, ja que la franja de color lila representa l’estadística de totes les estructures cristal·litzades a aquella resolució a la que tinc el meu model.




En quant a les diferències entre els models obtinguts amb 1 o 2 seqüències templates no tenim prou informació per determinar quin dels dos models és millor tot i que a nivell de bad contacts el model 2seq_model1_hmm presenta el millor valor (el nombre més baix). Per poder continuar quin model és el millor procedirem al seu anàlisi amb altres eines informàtiques com el PROSA que veurem a la pràctica 6.

Per tant, en resum, d'aquests vuit models que acabem d'analitzar a través del Procheck haurem de triar només dos. Si haguéssim de triar en aquest moment descartaríem els models 3seq_model1_clus i 3eq_model2_clus ja que tenen un elevat número d'impediments estèrics (Bad contacts). No obstant, el programa Prosa que es realitza a la pràctica 6 és més fiable que el Procheck degut a que el Prosa les calcula les energies potencials i el Procheck no. Haurem d’esperar a obtenir, doncs, els resultats del PROSA per poder triar tant sols dos models.

[image: image12.png]



Descripció teòrica del DSSP
El DSSP és un programa dissenyat per estandaritzar l’estructura secundària de proteïnes.

La base de dades del DSSP conté alineaments d’estructura secundària, enriquida amb  informació addicional afegida de totes les proteïnes catalogades en PDB (Protein Data Bank).

Per tal d'executar-lo, cal treballar en el tcsh i declarar les variables d'entorn. Posteriorment executarem el programa indicant-li com a input el nom del model que volem analitzar i indicant-li el nom de l'output:

dssp 2seq_model1_clus 2seq_model1_clus.dssp

Si fem un more de l'arxiu 2seq_model1_clus.dssp veiem que la quarta columna ens indica l'estructura secundària de la que forma part cada residu:


- Les E indiquen làmines beta.


- Les H indiquen hèlixs alfa.


- La resta de lletres ens indiquen que aquells residus es troben en loops.

A continuació es mostren els fitxers en format clustalw generats pel DSSP dels 8 models:




Aquestes prediccions obtingudes amb el DSSP seran utilitzades posteriorment, a la pràctica 6, per ser contrastades amb les prediccions que farem amb el programa PSI-PRED.
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Estructura irreal que crea el programa en no trobar aliniament entre els residus.





Extensió que posa a cada model





Les nostres seqüències, però separades en cadenes (obtingudes ja a la pràctica 5.2).





* En color blau trobem destacades les modificacions realitzades sobre el fitxer p7.top utilitzat per a l’exemple de la subtilisina.








El guardarem amb el nom de mod_psi.top





El guardarem amb el nom de mod_hmm.top





Summary del model1 de 3 seqüències (3seq_model1_clus)





Summary del model 2 de 2 seqüències (2seq_model2_clus)





Ramachandran del model1 de 3 seqüències.





Ramachandran del model2 de 3 seqüències.

















Ramachandran del model1 de 2 seqüències.





Summary del model 1 de 2 seqüències (2seq_model1_clus)








Ramachandran del model2 de2 seqüències.














Summary del model2 de 3 seqüències (3seq_model2_clus)





Summary del model1 de 3 seqüències (3seq_model1_hmm)





Summary del model2 de 3 seqüències (3seq_model2_hmm)





Ramachandran del model1 de 3 seqüències.








3seq-model1-hmm





3seq-model1-hmm





3seq-model2-hmm








3seq-model1-hmm











3seq-model2-hmm





Summary del model1 de 2 seqüències (2seq_model1_hmm)





Summary del model2 de 2 seqüències (2seq_model2_hmm)








2seq-model1-hmm





2seq-model2-hmm








CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





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


1sbh    ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL


P11018  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL





1scjA   N--VRGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD


1sbh    K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG


P11018  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG





1scjA   ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE


1sbh    AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE


P11018  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE





1scjA   GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG


1sbh    GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG


P11018  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG





1scjA   AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPTWTNAQVRDR------------LESTATYLGNSFYY


1sbh    AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTYLGDSFYY


P11018  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY





1scjA   GKGLINVQAAAQ-------


1sbh    GKGLINVQAAAQ-------


P11018  LTAPDELAEKAEQSHLLTL














Ramachandran del model2 de 2 seqüències.








2seq-model1-hmm





2seq-model2-hmm





2seq-model1-hmm








3seq-model2-hmm





Ramachandran del model2 de 3 seqüències.





Ramachandran del model1 de 2 seqüències.





3seq-model1-hmm





3seq-model2-hmm





CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





2seq_model2_clus.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


2seq_model2_clus.dsspSS   --SS--S----------------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-





2seq_model2_clus.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


2seq_model2_clus.dsspSS   -TT--EEEE----TT----TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE-S-





2seq_model2_clus.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


2seq_model2_clus.dsspSS   TTTT---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





2seq_model2_clus.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


2seq_model2_clus.dsspSS   ----SS-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





2seq_model2_clus.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


2seq_model2_clus.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHTSS--SS-------HHHHHSSTTTTSTTS---S-HHHH





2seq_model2_clus.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


2seq_model2_clus.dsspSS   TT-B--HHHHH--S-----














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





2seq_model1_clus.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


2seq_model1_clus.dsspSS   ------------SS---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-





2seq_model1_clus.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


2seq_model1_clus.dsspSS   -TT--EEEE----HHHH--TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE-S-





2seq_model1_clus.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


2seq_model1_clus.dsspSS   TTT----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-





2seq_model1_clus.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


2seq_model1_clus.dsspSS   ----SS-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





2seq_model1_clus.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


2seq_model1_clus.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHTSS--SSS------HHHHHHSTTTTSSSS---S-HHHH





2seq_model1_clus.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


2seq_model1_clus.dsspSS   TT-B--HHHHHSS--S---














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





3seq_model1_clus.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


3seq_model1_clus.dsspSS   ---------SS--------SS--HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TT-





3seq_model1_clus.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


3seq_model1_clus.dsspSS   SSS-SEEEESSSBSSSSB-SS--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE--S





3seq_model1_clus.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


3seq_model1_clus.dsspSS   SSSS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





3seq_model1_clus.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


3seq_model1_clus.dsspSS   ---S--TT---BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEEGGGEEE





3seq_model1_clus.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


3seq_model1_clus.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHT---SSTTSS--S-HHHHHTSSSS-TTTS---S-HHHH





3seq_model1_clus.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


3seq_model1_clus.dsspSS   TT-B--HHHHS--------


























CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





2seq_model2_hmm.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


2seq_model2_hmm.dsspSS   --S--S---------B-TTTTS-HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTT





2seq_model2_hmm.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


2seq_model2_hmm.dsspSS   TS-EEEEE--STTSTTTTS-S--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTT-EEEEEE-S-





2seq_model2_hmm.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


2seq_model2_hmm.dsspSS   STTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





2seq_model2_hmm.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


2seq_model2_hmm.dsspSS   --SSSS-TT--BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





2seq_model2_hmm.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


2seq_model2_hmm.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-SSSS-S--HHHHHHHHHTTTS-GGG---SSS---TT





2seq_model2_hmm.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


2seq_model2_hmm.dsspSS   T-S-B--HHHHHS------














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





2seq_model1_hmm.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


2seq_model1_hmm.dsspSS   ----------SS-S----SSSS-HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTT





2seq_model1_hmm.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


2seq_model1_hmm.dsspSS   -S-EEEEE---TTGGGGTT----SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEES--





2seq_model1_hmm.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


2seq_model1_hmm.dsspSS   -TTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHHT-EEEEE--S-





2seq_model1_hmm.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


2seq_model1_hmm.dsspSS   --SSS--S-S-BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





2seq_model1_hmm.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


2seq_model1_hmm.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-TTSTTTT--HHHHHHHHHSTTS-GGG---SSS--TTT





2seq_model1_hmm.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


2seq_model1_hmm.dsspSS   TSS-B--HHHHHS------














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





3seq_model2_clus.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


3seq_model2_clus.dsspSS   -------------S-----SS--HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TT-





3seq_model2_clus.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


3seq_model2_clus.dsspSS   SSS-SEEEESSSSSBBSS-TBB-SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE-SS





3seq_model2_clus.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


3seq_model2_clus.dsspSS   BTTS---HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





3seq_model2_clus.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


3seq_model2_clus.dsspSS   ---S--SS---BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STTEEEEEE-SSEEEEEGGGEEE





3seq_model2_clus.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


3seq_model2_clus.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-S-SS--SS--SS-HHHH-S-SSS-SSSS---S-HHHH





3seq_model2_clus.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


3seq_model2_clus.dsspSS   TT-B--HHHHT-----S--














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





3seq_model2_hmm.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


3seq_model2_hmm.dsspSS   ----------SS-SSS-SSSSS-HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TTT





3seq_model2_hmm.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


3seq_model2_hmm.dsspSS   -S-EEEEEE-STHHHHT-S-S--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEES--





3seq_model2_hmm.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


3seq_model2_hmm.dsspSS   -SSS---HHHHHHHHHHHHTTTEEEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





3seq_model2_hmm.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


3seq_model2_hmm.dsspSS   --SSS-TTTTSBTTTSTTSEEEEEE-TTSBB-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





3seq_model2_hmm.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


3seq_model2_hmm.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-SSSS-S--HHHHHHHHHTTTS-TT-B-SSS---HHH





3seq_model2_hmm.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


3seq_model2_hmm.dsspSS   HSS-B--HHHHH---SS--














CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment





3seq_model1_hmm.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL


3seq_model1_hmm.dsspSS   ---S-SS------SSSTTTS-S-HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TTT





3seq_model1_hmm.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG


3seq_model1_hmm.dsspSS   -S-EEEEEE-SSGGGGG-S-S--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEES--





3seq_model1_hmm.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE


3seq_model1_hmm.dsspSS   -SSS---HHHHHHHHHHHHTTTEEEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-





3seq_model1_hmm.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG


3seq_model1_hmm.dsspSS   -TTT-S-SSSSBTTTSTTSEEEEEE-TT-BB-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE





3seq_model1_hmm.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY


3seq_model1_hmm.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-SSSSSS--HHHHHHHHHTTTS----B-SSS---TTT





3seq_model1_hmm.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL


3seq_model1_hmm.dsspSS   T-S-B--HHHHHSSS----
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