PRÁCTICA 3

ALINEAMIENTO DE SECUENCIA Y BÚSQUEDA DE HOMOLOGÍA REMOTA
3.1 Cómo utilizar BLAST Y PSI-BLAST

Existen diferentes programas para buscar homología entre proteínas:

Blastp se utiliza para comparar secuencias de proteínas. Busca homologías en bases de datos como Swisprot, PDB… 

A partir de las proteínas homólogas generaremos un PROFILE o PERFIL gracias al programa Psi-Blast, en el cual a partir del alineamiento de secuencia tienes una idea de qué posiciones son las más importantes y a partir de éstas buscas en las bases de datos y puedes encontrar homologías remotas.

BLASTP:

Empezaremos buscando proteínas homólogas a una proteína problema (hbb_tarsy.sw) mediante blastp.

Copiamos la secuencia que utilizaremos a nuestro directorio de trabajo de la siguiente forma:


/cp /disc9/practica_3/BLAST/globin/hbb_tarsy.sw .
Para utilizar blastp miramos las opciones de blastall, escribiendo la siguiente orden:


/disc9/BLAST/EXE/blastall -

Opciones del programa:

· -p : indica el tipo de programa que utilizamos

· -d: base de datos

· -i: secuencia

· -o: fichero de salida

Sabiendo esto, para lanzar la secuencia que tenemos escribiremos:

/disc9/BLAST/EXE/blastall –p blastp –i hbb_tarsy.sw –d         /disc9/DB/blast/swissprot –o blast_sw.out &

Si escribimos ps podemos saber qué procesos están en marcha.

Si abrimos el fichero de salida (blast_sw.out) con emacs veremos que el fichero contiene una lista de proteínas homólogas con sus respectivos e-values, ordenados de menor a mayor (contra más pequeño sea el e-value más significativo será el hit, menos probable es encontrarlo por azar).

Muestro las últimas secuencias que aparecen en el fichero, las de e value más grande, por lo tanto menos parecidas a la secuencia inicial:

sp|Q10732|HBA_CARCR HEMOGLOBIN ALPHA-A CHAIN                           98  1e-20

sp|P01957|HBA_PROHA HEMOGLOBIN ALPHA CHAIN                             98  1e-20

sp|P13787|HBAZ_HORSE HEMOGLOBIN ZETA CHAIN                             98  1e-20

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

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
Cogemos las tres últimas secuencias (las sombreadas): HBA_LEPPA, HBAZ_HUMAN y HBAZ_CAPHi, buscamos las secuencias en Internet y las guardamos en formato FASTA.

Con las tres secuencias en formato fasta y la secuencia problema construiremos el PERFIL que utilizaremos posteriormente. 

Hemos escogido estas secuencias para mostrar como funciona la opción –B de psi-blast, pero se podrían coger otras secuencias. Estas tres proteínas tienen el e value más grande que ha aparecido con blast, por lo tanto son las menos homólogas, como con psi-blast buscamos homólogos remotos podemos utilizar estas secuencias poco homólogas con las secuencia inicial.

Necesitaremos un fichero que contenga las cuatro secuencias (las tres que hemos encontrado más la problema) en formato fasta, podemos enganchar las cuatro en un emacs o utilizar “cat”,  a este fichero lo llamaremos llistat.fa:

cat hbb_tarsy.sw >> llistat.fa

cat LEPPA.fa >> llistat.fa

cat HUMMAN.fa >> llistat.fa

cat CAPHI.fa >> llistat.fa

Para construir el perfil podríamos ejecutar el programa clustal desde el Shell y utilizar el fichero de salida:


$ /disc9/CLUSTLW/clustalw

Entre las diferentes cosas que nos preguntará el programa está el nombre del fichero de salida, lo llamaremos: “llistat.aln”

Si abrimos este fichero podemos observar un alineamiento múltiple de secuencias, donde:

· * (asterisco): significa posiciones conservadas (conservación de residuos)

· . (punto): significa conservación del tipo de residuo (por ejemplo aminoácidos hidrofóbicos)

Muestro el contenido del fichero llistat.aln:

gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWG--KVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFG-DLSTPAAVMS

gi|122419|      -MRFSQDDEVLIKEAWG-LLHQIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSAN-----

gi|122335|      -MSLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHF--DLHPG-----

gi|122333|      -MSLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHF--DLHSG-----

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

gi|122699|      NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

gi|122419|      NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA

gi|122335|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA

gi|122333|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLAS

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

gi|122699|      HFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

gi|122419|      HYGEKFTPEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

gi|122335|      RFPADFTAEAHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

gi|122333|      HFPADFTADAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

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

Esta salida de clustal se puede utilizar como perfil de psi-blast con la opción –B, pero antes hay que editar el fichero y eliminar los asteriscos y los puntos.
PSI-BLAST

Para ver las operaciones del programa debemos escribir:


$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -
De las operaciones de este programa nos interesan las siguientes:

· -C: para crear un perfil a partir de las secuencias de la base de datos seleccionada.

· -R: para leer el perfil

· -B: lee un alineamiento de secuencias creado por nosotros. Puede haber sido creado con clustalw y modificarlo para que lo lea psi-blast.

· -j: número de iteraciones que queremos que realice el programa (nosotros le diremos que 2).

· -i: fichero con nuestra secuencia.

· -d: base de datos que queremos utilizar (pdb, Swissprot…).

· -o: fichero de salida con las secuencias homólogas.

· Utilización de un perfil creado a partir de toda la base de datos:

En un primer paso creamos el perfil:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i hbb_tarsy.sw –d /disc9/DB/blast/pdb                         –j2 –C hbb_tarsy.bls1 –o hbb_tarsy.out
Donde hbb_tarsy.sw  es la secuencia problema, hbb_tarsy.bls1 es el perfil en formato binario (creado gracias a la opción –C) y hbb_tarsy.out es el fichero de salida. Hemos contrastado la secuencia contra la base de datos pdb y obtenemos un perfil que utilizaremos en la segunda iteración (-j2).  

En el segundo paso, una vez que tenemos el perfil, hay que utilizarlo para obtener proteínas homólogas con la opción -R:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i hbb_tarsy.sw –R hbb_tarsy.bls1 –C   hbb_tarsy.bls2 –j2 –o hbb_tarsy.out2 –d /disc9/DB/blast/pdb
Abrimos el fichero de salida hbb_tarsy.out2


$emacs hbb_tarsy.out2 

Aquí tendremos a los mejores candidatos:
                                                                   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

...

La diferencia entre hbb_tarsy.out y hbb_tarsy.out2 es que el primer fichero ha sido obtenido contrastando la secuencia inicial contra la base de datos, mientras que el segundo se obtiene a partir de contrastar un perfil contra la base de datos. Utilizar un perfil nos permite encontrar secuencias homólogas más remotas (que no encontraríamos comparando sólo la secuencia).

· Perfil creado a partir de unas pocas secuencias (uso de opción –B):

Ahora abrimos llistat.aln (que obtuvimos en la primera parte de la práctica mediante clustal) y lo utilizamos como perfil en psi-blast con la opción –B: 

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp –i hbb_tarsy.sw –B llistat.aln                         –j2 –d /disc9/DB/blast/pdb –o hbb_tarsy.out3

Al abrir el fichero hbb_tarsy.out3 obtenemos lo siguiente:
                                                                   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

…

Las diferencias en los resultados entre  hacer las dos iteraciones con psi-blast o hacer la segunda iteración utilizando el modelo creado con clustal se basa en que de la primera manera el programa psi-blast escoge la forma óptima de encontrar las proteínas homólogas con las que construir el perfil, y de la segunda forma nosotros construimos el perfil con las proteínas que nosotros queramos.
3.2 Cómo utilizar el método Hidden Markov Models (HMM)

En esta práctica utilizaremos Modelos de Markov Ocultos. Gracias a estos modelos HMM obtenemos una matriz que indica la probabilidad de encontrar un residuo concreto en una posición determinada. 

HMMER contiene diferentes programas:

· hmmalign: utiliza un modelo de Markov oculto para alinear un conjunto de secuencias. El resultado es un alineamiento múltiple.

· hmmbuild: crea un perfil HMM a partir de un alineamiento múltiple dado.

· hmmsearch: utiliza el perfil y hace una búsqueda de proteínas homólogas en una base de datos.

· hmmpfam: para buscar sobre una base de datos de modelos una estructura. PFAM es la base de datos de todos los modelos. Con una secuencia determinada, se busca en una base de datos de perfiles HMM , para encajar nuestra proteína con los perfiles de la base de datos.

Estos programas utilizan HMM para modelar la estructura consenso de una familia de secuencias de proteínas o de ácidos nucleicos.

Antes de empezar cambiamos las variables de entorno:

bash-2.05b$ tcsh

[e16983.bio.acexs.au.upf@au48224 HMMER]$ source /disc9/cshrc

1.  Encontrar secuencias parecidas gracias a la creación de un solo perfil

HMMER se puede utilizar para buscar homologías de una familia de proteínas en una base de datos de secuencias.

Es necesario un alineamiento múltiple de la familia de interés.

· Construcción del  perfil con hmmbuild:

Para usar HMMER para buscar homologías remotas de la familia primero    construimos el perfil a partir del alineamiento de secuencias.

El alineamiento de secuencias lo tenemos en el archivo globins50.msf (contiene el alineamiento de 50 secuencias de globinas).

Construimos el perfil:

$ hmmbuild globin.hmm globins50.msf
(Hmmbuid crea el perfil globin.hmm a partir del fichero globin50.msf)

· Búsqueda en una base de datos de secuencia con hmmsearch (gracias al perfil):

 hmmsearch globin.hmm Artemia.fa > out

hmmsearch coge el perfil globin.hmm y lo corre contra Artemia.fa, que es una base de datos de globinas. Este resultado lo redireccionamos al fichero "out"

Abrimos este fichero:

$ emacs out 


Query HMM:   globins50

Accession:   [none]

Description: [none]

  [No calibration for HMM; E-values are upper bounds]

Scores for complete sequences (score includes all domains):

Sequence Description                                    Score    E-value  N 

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

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

Parsed for domains:

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

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

S13421     6/8     928  1075 ..     1   162 []    66.8  7.9e-21

S13421     2/8     149   288 ..     1   162 []    60.3  7.1e-19

S13421     3/8     303   450 ..     1   162 []    59.4  1.3e-18

S13421     8/8    1238  1390 ..     1   162 []    43.4  8.3e-14

S13421     5/8     771   918 ..     1   162 []    34.8  3.4e-11

S13421     7/8    1085  1234 ..     1   162 []    33.0  1.2e-10

S13421     4/8     454   607 ..     1   162 []    27.1  6.9e-09

S13421     1/8       1   139 [.     1   162 []    22.8  1.4e-07

Alignments of top-scoring domains:

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

                   *->vilealvnssShLSaeekalVkslWYgKVegnaeeiGaeaLgRlFvv

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

      S13421   928    G-----------LSAREVAVVKQTW-NLVKPDLMGVGMRIFKSLFEA 962  

                   YPwTqryFphFgdLssldavkgspkvKaHGkKVltalgdavkhLDdtgnl

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

      S13421   963 FPAYQAVFPKFSDV-PLDKLEDTPAVGKHSISVTTKLDELIQTLDEPANL 1011 

                   kgalakLSelHadklrVDPeNFklLghvlvvvLaehfgkdftPevqAAwd

                   +    +L+e H   lrV+   Fk +g+vlv  L   +g  f+  +  +w 

      S13421  1012 ALLARQLGEDH-IVLRVNKPMFKSFGKVLVRLLENDLGQRFSSFASRSWH 1060 

                   KflagvanaLahKYr<-*

                   K++++++  +++      

      S13421  1061 KAYDVIVEYIEEGLQ    1075 

(...)

Histogram of all scores:

score    obs    exp  (one = represents 1 sequences)

-----    ---    ---

  343      1      -|=                                                          

(...)

En este fichero primero observamos el encabezamiento, que te indica que programa has corrido y con que opciones.

Después observamos una salida similar a la obtenida con blast, donde se indican las secuencias en las que ha encontrado parecido y su E-value (son los top hits), observamos que los e-values son pequeños, lo que nos indica que las secuencias encontradas son parecidas, como era de esperar, ya que hemos comparado un perfil de globina contra una base de datos de globinas.

También aparece el alineamiento de nuestro perfil con la secuencia (también parecido al que aparece con Blast). En la línea central de este alineamiento (entre la secuencia encontrada y la problema) aparece una letra correspondiente a un aminoácido si las dos secuencias comparadas coinciden, y un signo + cuando el match tiene una puntuación positiva (es conservativo según la visión de HMM de esa posición del modelo). 

Finalmente aparece un histograma con la puntuación incrementándose en el eje Y (en nuestro caso sólo hay una secuencia, y la puntuación que aparece es 343).

· Búsqueda en una base de datos mas grande:

Ahora compararemos nuestro perfil contra la base de datos swissprot, utilizaremos nuevamente hmmsearch, y el resultado lo redireccionaremos al fichero out2. Se puede buscar en cualquier base de datos instalada localmente si le damos la ruta completa de dónde encontrarla. Debemos escribir la siguiente orden:

$ hmmsearch globin.hmm /disc9/DB/blast/swissprot > out2

out2 tiene la misma estructura que out.  

· Búsqueda de alineamientos locales con hmmsearch:

HMMER no hace alineamientos locales (Smith / Waterman) ni globales (Needleman / Wunsch) de la misma manera que la mayoría de programas biológicos de análisis computacional, ya que NO utiliza algoritmos.

Tenemos que escoger qué alineamientos queremos permitir al construir el modelo con hmmbuild. 

Por defecto, hmmbuild construye modelos que permiten alineamientos globales respecto a HMM, locales con respecto a la secuencia. En estos modelos sólo encuentra dominios completos.

Si queremos la máxima sensibilidad a cambio de encontrar solo dominios completos utilizaremos hmmbuild por defecto.

Si queremos encontrar fragmentos, es decir hacer un alineamiento local, deberemos utilizar la opción -f.

2. BUSQUEDA DE UNA SECUENCIA CONTRA UNA BASE DE DATOS DE PERFILES HMM:

Una segunda utilidad de HMMER es buscar dominio conocidos en una secuencia problema, buscando con una secuencia contra una base de datos de perfiles HMM.

· Creamos nuestra propia base de datos de perfiles HMM:

Pfam es la base de datos de perfiles HMM. Dos formas de utilizarla:

-Forma automática, con la opción –B, de esta forma se tienen en cuenta todas las proteínas de la base de datos.

-Forma manual, con la opción –A, gracias a la cual puedes escoger las secuencias a tener en cuenta.

Para crear nuestra propia base de datos podríamos utilizar la opción -A de hmmbuild, o concatenar los ficheros HMM que ya has construido (con la orden cat). En este caso yo utilizaré la opción –A.

rrm.slx conteiene dominio de reconocimiento de RNA

fn3.slx contiene dominios de fibronectina 

pkinase.slx contiene dominios catalíticos de proteínas quinasa.

Con estos tres ficheros y hmmbuil construyo mi base de datos de perfiles (myhmms):

 hmmbuild -A myhmms rrm.slx 

 hmmbuild -A myhmms fn3.slx 

 hmmbuild -A myhmms pkinase.slx 

· Búsqueda de dominios estructurales de una secuencia con hmmpfam:

Utilizamos la base de datos que hemos creado (myhmms) para analizar una secuencia de Drosophila (7LES_DROME) con la siguiente orden:

 hmmpfam myhmms 7LES_DROME > outpfam

y obtenemos lo siguiente:

hmmpfam - search one or more sequences against HMM database

HMMER 2.2g (August 2001)

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

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

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

HMM file:                 myhmms

Sequence file:            7LES_DROME

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

Query sequence: 7LES_DROME

Accession:      P13368

Description:    SEVENLESS PROTEIN (EC 2.7.1.112).

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

Model    Description                                    Score    E-value  N

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

pkinase                                                 304.1    1.1e-91   1

fn3                                                     176.3    3.5e-53   6

rrm                                                     -44.5          4   1

Parsed for domains:

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

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

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

fn3        2/6     825   914 ..     1    84 []    13.6  0.00033

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

rrm        1/1    1300  1364 ..     1    72 []   -44.5        4
fn3        4/6    1799  1891 ..     1    84 []    63.5  3.2e-19

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

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

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

Alignments of top-scoring domains:

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

                   *->P.saPtnltvtdvtstsltlsWsppt.gngpitgYevtyRqpkngge

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

  7LES_DROME   437    PiSAPVIEHLMGLDDSHLAVHWHPGRfTNGPIEGYRLRL-SSSEGNA 482

                   wneltvpgtttsytltgLkPgteYtvrVqAvnggG.GpeS<-*

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

  7LES_DROME   483 TSEQLVPAGRGSYIFSQLQAGTNYTLALSMINKQGeGPVA    522

fn3: domain 2 of 6, from 825 to 914: score 13.6, E = 0.00033

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

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

(...)

Primero aparece el encabezamiento.

Después vemos la clasificación de la familia de secuencias, ordenadas por e-value. Los e-values que encontramos reflejan que la secuencia problema contiene uno o más dominios que pertenecen a una familia de dominios.

La "domain parse list" se ordena por posición en la secuencia y no por puntuación.

Es importante observar que nuestra secuencia problema NO contiene dominios RRM, vemos que la puntuación que aparece es negativa (zona sombreada).

Por defecto, igual que blast, te da el resultado con el ruido, si queremos podríamos poner un umbral, por ejemplo hmmpfam -E 0.1

La parte final que aparece es un alineamiento (con las mismas características que las que aparecían en hmmsearch).

3. CREACIÓN DE UN ALINEAMIENTO MÚLTIPLE CON hmmalign

Otro uso del perfil HMM es crear alineamientos múltiples con un gran número de secuencias. El perfil HMM se puede construir de un pequeño número de secuencias representativas, y este perfil  puede utilizarse para alinear cualquier número adicional de secuencias.

Utilizaremos hmmalign para alinear 630 secuencias de globinas contenidas en globins630.fa con nuestro perfil (globin.hmm). La opción -o de este programa sirve para guardar el fichero de salida, es como redireccionar (si no utilizamos la opción -o el alineamiento aparecerá en la pantalla):

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

globins630.ali es el nuevo alineamiento (el fichero de salida), muestro un fragmento de este fichero:

GLBY_CHITP        F.HEAFHNFLHTH.S.-.-VWNDNVDAA.WHC.NEK.EIRK......VIN

GLBZ_CHITH        F.RAAFIAYLKGH.V.-.-DYTAAVEAA.WGA.TFD.AFFG......AVF

GLB_APLJU         V.RSMFPGFVASL.S.-.---APAADAA.WNS.LFG.LIIS......ALQ

GLB_APLKU         V.RSMFPAFVASL.S.-.---APPADDA.WNK.LFG.LIVA......ALK

GLB_APLLI         V.RSMFPGFVASV.A.-.--APPAGADA.WTK.LFG.LIID......ALK

GLB_BUSCA         L.EAVFKXFLDEA.T.Q.RKATDAQKDA.DGA.LLT.MLIK......A--

GLB_CERRH         M.RQVFPNFLDEA.L.G.GGASGDVKGA.WDA.LLA.YLQD......N--

GLB_DOLAU         V.SAMFPGFVASI.A.-.-APPAGADAA.WGK.LFG.LIID......AMK

GLB_LAMFL         L.AAVI-------.-.-.ADTVAAGDAG.FEK.LMS.MICI......LLR

. (punto) significa que no hay modelo

- (gap) significa que no se ha podido alinear

Observamos que no tarda prácticamente nada en alinearnos las 630 secuencias, en cambio clustal hubiera tardado muchísimo. Va más rápido porque alinea la primera secuencia con un modelo, la siguiente secuencia con el modelo y automáticamente van quedando todas alineadas entre ellas; en cambio clustal alinea la primera secuencia con la primera, la primera con la segunda, la primera con la tercera, y así sucesivamente, así que tarda mucho más.


COMPARACIONES

COMPARACIÓN PSI-BLAST Y HMM

· Similitudes

· Las dos permiten encontrar proteínas homólogas remotas. 

· Los dos programas pueden construir perfiles: Psi-Blast con la opción –C y HMM con  hmmbuild.

· Ambos programas tienen opciones para leer un perfil creado anteriormente y buscar   secuencias en una base de datos que encajen con el perfil (Psi-Blast lo hace con la opción  –R y HMM con hmmsearch).

· Diferencias.

· HMM permite hacer alineamientos múltiples de secuencias gracias a hmmalign mientras que Psi-Blast no.

· HMM permite buscar un perfil que encaje con nuestra secuencia en una base de datos de perfiles con la opción hmmpfam. En cambio, Psi-Blast sólo permite lo contrario (buscar una secuencia que encaje con nuestro perfil pero no un perfil que encaje con la secuencia).

· HMM permite crear nuestra propia base de datos de perfiles (con hmmbuild y la opción -A).

· Psi-BLast utiliza el algoritmo de programación dinámica, mientras que HMM no utiliza algoritmos.

COMPARACIÓN PFAM  Y SWISSPROT

· Similitudes

· Las dos son bases de datos

· Diferencias

· Pfam es una base de datos de perfiles mientras que Swissprot es una base de datos de proteínas:

· Swissprot contiene entradas de proteínas con anotaciones de funciones, dominios, referencia a la literatura… Se considera la base de datos de referencia para proteínas, no se incluyen fragmentos ni secuencias redundantes.

· Pfam es una base de datos de alineamientos múltiples de secuencia y Hidden Makov Models (cubre muchos dominios proteicos comunes y familias diferentes).
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