PRÁCTICA 5

MODELADO COMPARATIVO
5.1 Búsqueda de proteínas homólogas y alineamiento múltiple con CLUSTAL
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Esta práctica consistirá en hacer un alineamiento múltiple de secuencias con CLUSTAL mediante información de secuencias obtenida de Psi-Blast.

A la secuencia problema la llamaremos TARGET o diana y a las secuencias obtenidas de Psi-Blast con las que haremos el modelo TEMPLATES.

Los templates son proteínas homólogas a la proteína problema, y deben tener e-values pequeños (significará que son parecidas a la secuencia problema) y otros no tan pequeños, para que haya variedad y unos templates cubran los gaps de otros. 

Alinearemos los templates con la proteína target (mediante CLUSTAL):

· Si tengo un gap en los templates: no puedo asignarle ninguna estructura a mi proteína.

· Si tengo un gap en la secuencia problema pero sí tengo templates, sí que puedo asignarle estructura. 

Así, lo que pretendemos es que no queden gaps en los templates, que entre todos rellenen los gaps y quede cubierta toda la proteína problema.

· Búsqueda de proteínas homólogas a partir de la secuencia problema (PSI-BLAST)
Empezamos la práctica bajándonos la secuencia que utilizaremos como target. Se trata de una subtilisina: P11018.seq:

$cp /disc9/practica_5/P11018.seq .

Utilizamos Psi-Blast para crear un perfil a partir de la base de datos Swissprot. Esta base de datos contiene muchas más proteínas que PDB (Swissprot contiene unas 100.000 secuencias, mientras que PDB contiene unas 15.000), así que podremos crear un perfil mejor:
/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -d/disc9/DB/blast/swissprot -j2 -C P11018.bls1 -o P11018.out

Con la orden anterior estamos dando como entrada (-i) la secuencia P11018.seq. Estamos diciendo a Psi-Blast que compare esa secuencia con las que encuentra en la base de datos Swissprot (-d)  y que después de dos iteraciones (-j2) nos devuelva un perfil (-C) llamado P11018.bls1 y un fichero de salida (-o) llamado P11018.out.

De aquí lo que nos interesa es el perfil, que utilizaremos ahora para hacer una nueva búsqueda de homólogos con Psi.Blast, pero esta vez en la base de datos PDB, par encontrar homologías más específicas:

/disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -R P11018.bls1 -C P11018.bls2 -j2 -o P11018.out2 -d/disc9/DB/blast/pdb

Con esta última orden Psi-Blast lee el perfil P11018.bls1 gracias a la opción –R y crea un nuevo perfil P11018.bls2 con la opción –C. Pero lo que más nos interesa de aquí es el fichero de salida P11018.out2.

En el fichero de salida P11018.out2 encontramos una lista de proteínas homólogas a nuestra proteína problema inicial. De estas escogeremos unas cuantas, que serán las que utilicemos posteriormente para hacer un alineamiento múltiple con CLUSTAL.

De las secuencias que aparecen en P11018.out2 escojo las siguientes:

· pdb1scjA.ent (es la primera secuencia que aparece, la de e-value más pequeño, por lo tanto es la que más se parece a la secuencia problema).
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pdb1s01.ent
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pdb1sbh.ent

· pdb1c9mA.ent

Iré a buscar estas secuencias a la base de datos que tenemos a nivel local en disc9:

$ cp /disc9/DB/pdb/pdb1scj.ent.Z .

Hay que descomprimir el archivo:
gunzip pdb1scj.ent.Z

Y pasar a formato fasta:

/disc9/PERL/PDBtoSplitChain.pl -i pdb1scj.ent -o pdb1scj.fa

Mediante PDBtoSplitChain.pl conseguimos tener el archivo en formato fasta, y además aparece un archivo pdb diferente para cada una de las cadenas que tiene la proteína.

Por ejemplo, al aplicar este programa sobre la proteína 1scjA obtenemos la secuencia en formato fasta:

>pdb1scj.faA 

AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIG

VLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG

STSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ
Hay que repetir los pasos anteriores para cada una se las secuencias que hemos escogido.

Posteriormente, debemos poner todos los templates en formato fasta dentro de un solo archivo, ya que lo necesitaremos para poder alinear con el programa CLUSTAL.

Para juntar todo lo que sea formato fasta en un archivo podemos utilizar la siguiente orden:
cat *.fa >> llistat.fa

Donde llistat.fa contiene la lista de templates en formato fasta, falta únicamente añadir nuestra secuencia (que tenía extensión .seq y no .fa, por eso no se ha añadido con la orden anterior).

· Alineamiento múltiple con CLUSTAL
Debemos escribir la siguiente orden:

$ /disc9/CLUSTALW/clustalw

Utilizamos como fichero de entrada llistat.fa (que contiene los templates y la secuencia problema en formato fasta), tras seleccionar la opción Sequence Input From Disc.

Escogemos las opciones para hacer un alineamiento múltiple.

Llamamos llistat.aln al fichero de salida, lo abrimos par visualizar el alineamiento de secuencia que ha creado clustal:


CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

pdb1c9m.fa      ------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

pdb1s01.fa      ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

pdb1sbh.fa      ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

pdb1scj.fa      ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

sp|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

                                   . .* *.  ..**    .*  * ..****.*.*   .****
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pdb1c9m.fa      N--IRGGASFVPGEPS----TQDGNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLG

pdb1s01.fa      K--VAGGASFVPSETNP---FQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

pdb1sbh.fa      K--VAGGASFVPSETNP---FQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

pdb1scj.fa      N--VRGGASFVPSETNP---YQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

sp|P11018|      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

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

pdb1c9m.fa      AS-GSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS

pdb1s01.fa      AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

pdb1sbh.fa      AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

pdb1scj.fa      ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

sp|P11018|      GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

                   ***    * .*.  *  . . .  .*** *.    *   *  *   *..* .*.** 
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pdb1c9m.fa      G-AGS-----ISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTY

pdb1s01.fa      GTSGSS--STVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKY

pdb1sbh.fa      GTSGSS--STVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKY

pdb1scj.fa      GSSGST--STVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTY

sp|P11018|      G-DGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKY

                *  *      . *** *   .***.       . **  .  .*..***  . ** *.  *
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pdb1c9m.fa      ASLNGT-MATPHVAGAAALVKQKNPS-----WSNVQIRNHLKNTATSLGST-NLYGSGLV

pdb1s01.fa      GAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTKLGDS-FYYGKGLI

pdb1sbh.fa      GAYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----WTNTQVRSSLENTTTYLGDS-FYYGKGLI

pdb1scj.fa      GAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLGNS-FYYGKGLI

sp|P11018|      GKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFL

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

pdb1c9m.fa      NAEAATR-------------
pdb1s01.fa      NVQAAAQ-------------
pdb1sbh.fa      NVQAAAQ-------------
pdb1scj.fa      NVQAAAQ-------------
sp|P11018|      YLTAPDELAEKAEQSHLLTL
                   *                

El objetivo era obtener un alineamiento en el que no hubiese gaps en las secuencias template con respecto a la target, pero esto no ha sido posible. Los gaps que aparecen en los extremos N y C terminal (sombreado) no pueden eliminarse, no demos preocuparnos de estos gaps.

Por otra parte, el gap que he marcado con un recuadro granate no ha desaparecido al cambiar ninguna de las secuencias.

En cuanto al resto de gaps (marcados con recuadros azules) intenté hacer los alineamientos con secuencias diferentes a las que aparecen en este alineamiento, algunas de ellas homólogas más remotas, para conseguir cubrir gaps, pero aparecían gaps aún mayores, por lo que descarté algunas de las proteínas homólogas remotas. Finalmente, de las secuencias probadas este es el mejor alineamiento que obtuve.

Entre las secuencias que intenté utilizar pero que descarté están las siguientes: 1sup, 2tecE, 1ak9, 1sue, 1bh6a y 1be6.

Guardamos este alineamiento final (llistat.aln) para utilizarlo más adelante para hacer el modelo. 

5.2 Alineamiento estructural (STAMP) y alineamiento múltiple con HHM

Para realizar esta práctica utilizaremos los pdbs que escogimos en la práctica 5.1.

La práctica consistirá en hacer un alineamiento de secuencias con HMM a partir de informació estructural obtenida con el programa STAMP.

· Obtención de un alineamiento estructural con el programa STAMP:
Construyo un fichero en el formato necesario para utilizarlo en el programa STAMP, tal y como hicimos en la práctica 4.2. A este archivo lo llamaré todas.domains:

./pdb1c9m.faA.pdb 1c9m.faA {ALL} 

./pdb1s01.fa.pdb 1s01 {ALL}

./pdb1sbh.fa.pdb 1sbh {ALL}

./pdb1scj.faA.pdb 1scj.faA {ALL}

Pongo {ALL} en vez de especificar la cadena porque utilizo los pdbs de la práctica anterior (contienen una sola una cadena ya que hemos aplicado el programa PDBtoSplitChain.pl).

Cambio las variables de entorno y ejecuto el programa STAMP, dando como entrada el archivo todas.domains:
bash-2.05b$ tcsh

[e16983.bio.acexs.au.upf@au48233 practica_5_1]$ source /disc9/cshrc

[e16983.bio.acexs.au.upf@au48233 practica_5_1]$ stamp -l todas.domain -rough -n 2 -prefix todas

Me quedo con el fichero de salida todas.3 (el de numeración más alta de los que aparecen) y lo paso a formato Clustal mediante la orden:
$ aconvertMod2.pl -in b -out c < todas.3 > todas.align

El fichero de salida que aparece es todas.align, editamos este fichero desde emacs y le quitamos los espacios e interrogantes. Así obtenemos un alineamiento que tiene en cuenta la estructura de las proteínas.

· Alineamiento múltiple con HMM (hmmalign):
El primer paso es la creación de un perfil (todas.hmm) a partir de un alineamiento de estructura (todas.align) mediante hmmbuild:

$ hmmbuild todas.hmm todas.align

El siguiente paso es alinear las secuencias a partir del perfil que hemos creado (todas.hmm) gracias a hmmalign.

Antes de ejecutar la orden necesitamos el fichero (llistat.seqs) con las secuencias en formato fasta, contendrá los cuatro templates y la secuencia problema, podemos aprovechar el fichero de la práctica anterior cambiándole el nombre.

Ahora ya podemos ejecutar la orden:

$ hmmalign -o todas.final todas.hmm llistat.seqs

De aquí obtenemos todas.final que contiene el alineamiento de secuencia, pero a diferencia del que obtuvimos en la práctica anterior con clustal, en este caso el perfil utilizado para hacer el alineamiento estaba creado teniendo en cuenta la estructura (de un alineamiento con STAMP).

Abrimos el fichero con el alineamiento final HMM (todas.final):

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

#=GS sp|P11018|ISP1_BACSU AC    Major intracellular serine protease

pdb1c9m.faA                 ..................AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLD

pdb1s01.fa                  ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

pdb1sbh.fa                  ..................AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

pdb1scj.faA                 ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

sp|P11018|ISP1_BACSU        mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

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


pdb1c9m.faA                 TGIS-THPDLN..IRGGASFV...PGEPS-TQDGNGHGTHVAGTIAALDN

pdb1s01.fa                  SGIDSSHPDLK..VAGGASFV...PSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDN

pdb1sbh.fa                  SGIDSSHPDLK..VAGGASFV...PSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDN

pdb1scj.faA                 SGIDSSHPDLN..VRGGASFV...PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNN

sp|P11018|ISP1_BACSU        TGCDTSHPDLKnqIIGGKNFTdddGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDS

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


pdb1c9m.faA                 SIGVLGVAPSAELYAVKVLGAS.GSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSL

pdb1s01.fa                  SIGVLGVAPSASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

pdb1sbh.fa                  SIGVLGVAPSASLYAVKVLGAD.GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSL

pdb1scj.faA                 SIGVLGVSPSASLYAVKVLDST.GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSL

sp|P11018|ISP1_BACSU        NGGIAGVAPEASLLIVKVLGGEnGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSL

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx


pdb1c9m.faA                 GSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS-.G---AGSISYPARYANAM

pdb1s01.fa                  GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEG.TSGSSSTVGYPAKYPSVI

pdb1sbh.fa                  GGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEG.TSGSSSTVGYPAKYPSVI

pdb1scj.faA                 GGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEG.SSGSTSTVGYPAKYPSTI

sp|P11018|ISP1_BACSU        GGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGdGDERTEELSYPAAYNEVI

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxxxxxxxxxxx

pdb1c9m.faA                 AVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG-TMATP

pdb1s01.fa                  AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASP

pdb1sbh.fa                  AVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASP

pdb1scj.faA                 AVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATP

sp|P11018|ISP1_BACSU        AVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAP

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx


pdb1c9m.faA                 HVAGAAALVK.......QKNPSWSNVQ...IRNH..LKNTATSLGSTNLY

pdb1s01.fa                  HVAGAAALIL.......SKHPNWTNTQ...VRSS..LENTTTKLGDSFYY

pdb1sbh.fa                  HVAGAAALIL.......SKHPNWTNTQ...VRSS..LENTTTYLGDSFYY

pdb1scj.faA                 HVAGAAALIL.......SKHPTWTNAQ...VRDR..LESTATYLGNSFYY

sp|P11018|ISP1_BACSU        HVSGALALIKsyeeesfQRKLSESEVFaqlIRRTlpLDIAKTLAGNGFLY

#=GC RF                     xxxxxxxxxx.......xxxxxxxxxx...xxxx..xxxxxxxxxxxxxx

pdb1c9m.faA                 GSGLVN....AEAATR......
pdb1s01.fa                  GKGLIN....VQAAAQ......
pdb1sbh.fa                  GKGLIN....VQAAAQ......
pdb1scj.faA                 GKGLIN....VQAAAQ......
sp|P11018|ISP1_BACSU        ---LTApdelAEKAEQshlltl
#=GC RF                     xxxxxx....xxxxxx......

//

Al igual que nos pasaba con el alineamiento obtenido con clustal, los extremos N y C terminal tienen secuencia problema pero no tienen templates. Esto lo tendremos en cuenta posteriormente para cortar los modelos que obtengamos de estos alineamientos.

Además el alineamiento contiene algunos gaps, pero los más significativos serán los tres gaps seguidos en el extremo C terminal, marcados con un recuadro azul oscuro (al estar tan cerca nos pueden dar problemas posteriormente al hacer un modelo a partir de este alineamiento).

5.3 Modelado automático mediante MODELLER

De las dos prácticas anteriores hemos obtenido dos alineamientos diferentes:

· llistat.aln: obtenido a partir de información de secuencia mediante Psi-Blast y CLUSTAL.
· todas.final: Obtenido a partir de información estructural mediante los programas STAMP y HMM
En esta práctica obtendremos dos modelos de cada uno de los alineamientos. En sucesivas prácticas valoraremos cual de los modelos es el mejor.

El programa que utilizaremos para construir los modelos es el MODELLER.

Antes de empezar para poder utilizarlo tenemos que cambiar las variables de entorno:

$ tcsh

$ source /disc9/cshrc
Para que el programa funcione, el directorio en el que trabajemos debe contener el alineamiento (de secuencia o de estructura en cada caso) y los pdbs de los templates y la secuencia problema.

Si no tenemos los pdbs separados por cadenas debemos aplicar PDBtoSplitChain.pl, por ejemplo:

$ PDBtoSplitChain.pl –i pdb1scj.ent –o 1scj

· Modelos a partir de la información de secuencia (práctica 5.1)
Empezaremos por modificar el alineamiento que obtuvimos de clustal al formato que admite MODELLER: 

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

Pasamos de formato clustal (c)a formato pir (p). Muestro un fragmento de llistat.ali (en formato pir): 

>P1;pdb1c9m.faA

structureX:pdb1c9m.faA:1: : 268  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

N--IRGGASFVPGEPS----TQDGNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLG

AS-GSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS

G-AGS-----ISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTY

ASLNGT-MATPHVAGAAALVKQKNPS-----WSNVQIRNHLKNTATSLGST-NLYGSGLV

NAEAATR-------------*
Ahora hay que construir el fichero de entrada del programa MODELLER, lo llamaré llistat.top, y lo construyo a partir de la modificación del fichero p7.top que utilizamos como ejemplo durante la realización de la práctica.

Es fundamental prestar mucha atención a la hora de hacer este fichero, ya que cualquier espacio de más o de menos, o cualquier modificación hará que modeller no funcione.

Los nombres de los pdbs deben aparecer exactamente igual a como estén al hacer un ls desde shell, pero sin la extensión (pdb). 

En mi caso todos los pdbs tienen como nombre: “nombre.fa.pdb” (por un error en la nomenclatura prácticas atrás), así que ahora tendré que escribir como nombre: “nombre.fa”, antes de darme cuenta de esto el programa modeller no funcionaba.

El fichero llistat.top queda de la siguiente manera:


# 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  = 'llistat.ali'           # alignment filename 
SET KNOWNS   = 'pdb1c9m.faA' 'pdb1s01.fa' 'pdb1sbh.fa' 'pdb1scj.faA'     # codes of the templates 
SET SEQUENCE = 'P11018'               # code of the target 
SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' # directories for input atom files

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model 

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

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

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

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

Donde:

· Set alnfile: debemos escribir el fichero en el que está el alineamiento.

· Set Knowns: habrá que escribir el nombre de los ficheros pdb sin la extensión pdb.

· Set sequence: es la secuencia problema.

· Set atom_files_directori: pregunta el directorio donde se encuentran los ficheros, si es el mismo en el que se encuentra el fichero de entrada (llistat.top) no tenemos que cambiar nada, lo dejamos como está.

· Set starting_model y set ending_model no lo modificamos, el programa creará más de un modelo (crará dos modelos).

· Set deviation: desviación de distancia que aceptaremos para generar el modelo.

Hay que conservar el formato de este fichero: nombres entre comillas sencillas y no dobles, un espacio entre nombre y nombre de pdbs y no dos…

Una vez tenemos el fichero de entrada podemos ejecutar el programa:

$ mod llistat.top

Si hay algún error en el fichero llistat.top o si hay alguna secuencia en el alineamiento que da problemas, el programa no se ejecuta, sino que se para y aparece un mensaje de error.

Si el problema está en alguna secuencia lo mejor es eliminarla del alineamiento y del llistat.top, e intentar volver a ejecutar el programa sin ella.

Si el problema no está en las secuencias hay que repasar el formato y contenido del fichero de entrada (y buscar las diferencias con el fichero que nos proporcionó el profesor durante la práctica).

Una vez corregidos todos los errores el  programa empieza a ejecutarse, tarda un rato, y va construyendo varios ficheros de salida, de los cuales nos interesan principalmente los dos modelos P11018.B99990001 y P11018.B99990002, a los que inmediatamente cambiamos el nombre para que resulte más fácil trabajar con ellos y para evitar sobrescribirlos si volvemos a correr el modeller con otro alinamiento desde el mismo directorio (cosa que no haremos, pero por si acaso):

$ mv P11018.B999990001 clw1
$ mv P11018.B999990002 clw2

Los llamaré clw1 y clw2 porque son los modelos que se obtienen del alineamiento con clustal.
Visualizamos estos dos modelos con RasMol:



Lo primero que vemos es que será necesario cortar los extremos para poder empezar a evaluar el modelo.

Justificación del número de residuos que cortamos:

· Con el alineamiento que hicimos con clustal, ya que en los extremos tenemos secuencia pero no templates, entonces no se puede crear un modelo.

· Con la visualización de RasMol (con este programa podemos saber de que residuo a que residuo van los extremos y donde empieza la estructura secundaria).

En este caso editaré los ficheros de clw1 y clw2 desde emacs y eliminaré los residuos:

N terminal: del 1 al 18 

C terminal: 306 hasta el final.
· Para cortar los extremos de un pdb: al cortar el extremo N terminal no hay que tener ninguna precaución especial, simplemente cortamos todos los átomos correspondientes a aquellos residuos que no nos interesan.

En cambio, al cortar el extremo C terminal, hay que tener en cuenta que las secuencias de aminoácidos acaban con un oxígeno terminal (no presente cuando se realiza el enlace peptídico entre residuos). Así, si por ejemplo queremos cortar el extremo C terminal a partir del residuo 306, del primer residuo que queremos cortar (el 306) dejamos las coordenadas del primer átomo (nitrógeno), pero cambiamos el número de residuo (a 305) y el nombre del átomo (de nitrógeno a OXT, que quiere decir oxígeno terminal)

Al final añadimos END o TER para indicar que se ha acabado el pdb. 

Ejemplo: 

Antes de cortar:

ATOM   2268  O   ASP   305     -16.701 –30.485  -4.254  1.00119.74       1SG2269

ATOM   2269  N   GLU   306     -16.624 –32.676  -4.779  1.00278.08       1SG2270

Después de cortar

ATOM   2268  O   ASP   305     -16.701 -30.485  -4.254  1.00119.74       1SG2269

ATOM   2268  OXT ASP   305     -16.624 -32.676  -4.779  1.00278.08       1SG2270

Una vez cortados los extremos los ficheros pasarán a llamarse clw1t y clw2t respectivamente. 

· Modelos a partir de la información estructural (práctica 5.2)
Es importante hacer esta segunda parte de la práctica en un directorio diferente del anterior, para evitar sobrescribir los archivos que hemos creado antes con Modeller (también podríamos cambiar el nombre de los archivos).

Empezaremos modificando el alineamiento que obtuvimos de hmm, pasándolo de formato clustal a pir:

$ aconvertMod2.pl –in c –out p < todas.final > todas.ali

El fichero todas.ali debe ser editado antes de ser utilizado, transformar los puntos del alineamiento por guiones, eliminando la información que aparece al inicio y al final del fichero y cambiando sp|P11018| por P11018 del alineamiento de la secuencia problema.

Cada entrada debe quedar así:

>P1;pdb1c9m.faA

structureX:pdb1c9m.faA:1: : 268  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

N--IRGGASFV---PGEPS-TQDGNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLG

AS-GSGAISSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS

--G---AGSISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYA

SLNG-TMATPHVAGAAALVK-------QKNPSWSNVQ---IRNH--LKNTATSLGSTNLY

GSGLVN----AEAATR------*
Modificamos llistat.top y lo convertimos en todas.top, que sólo cambiará en el alineamiento que coge, en este caso será todas.ali (alineamiento que obtuvimos con hmm):


# 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  = 'todas.ali'           # alignment filename

SET KNOWNS   = 'pdb1c9m.faA' 'pdb1s01.fa' 'pdb1sbh.fa' 'pdb1scj.faA'     # codes of the templates

SET SEQUENCE = 'P11018'               # code of the target

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

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model 

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

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

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

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

Ejecutamos el programa:

$ mod todas.top

Y los ficheros de salida que nos interesan son los modelos que se llaman igual que en el apartado anterior (si lo hemos ejecutado en el mismo directorio y no habíamos cambiado el nombre los habremos sobrescrito).

Cambiamos el nombre a los modelos (los llamamos hmm1 y hmm2 porque se obtienen del alineamiento con HMM):

$ mv P11018.B999990001 hmm1
$ mv P11018.B999990002 hmm2

Visualizamos los modelos con RasMol:



En este caso también tendremos que cortar los extremos de los modelos, pero no es suficiente cortar los residuos que vemos en el alineamiento sin templates, sino que nos guiamos más por RasMol y cortaremos:

N terminal: del 1 al 18 

C terminal: 292 hasta el final (de este extremo estamos cortando más de lo que habíamos cortado en los modelos de clustal).

Los modelos una vez cortados los extremos pasan a llamarse hmm14t y hmm24t.

Las próximas prácticas se dedicarán a la evaluación de los modelos que hemos creado. Para poder comparar los modelos con algunos programas será necesario que consideremos el mismo número de residuos (por ejemplo para ver los malos contactos…), así que también cortaré los extremos de los modelos de clustal para que tengan la misma longitud que los de hmm, para poder elegir, estos nuevos modelos cortados se llamarán clw14t y clw24t.

Por lo tanto a partir de ahora compararé los siguientes cuatro modelos:

· clw14t

· clw24t

· hmm14t

· hmm24t

(Los modelos clw1t y clw2t están cortados según criterios de alineamiento y visualización en RasMol para estos modelos, pero tienen tamaño diferente que los modelo hmm, por eso los he cortado más).

5.4 Validación del modelo con PROCHECK

Para comprobar la calidad de un modelo podemos mirar dos cosas:

· Estereoquímica del modelo: se consideran los ángulos de enlace, diedros, conformación de la proteína... (es lo que miraremos en esta práctica con el programa Procheck).

· Estabilidad energética del modelo: es más importante que la estereoquímica (lo consideraremos en la práctica 6, con el programa Prosa).

· Evaluación de la estereoquímica del modelo con PROCHECK

La calidad de un modelo está relacionada con su resolución. Tengo que comparar mi modelo con el rango de resolución de los pdbs de las proteínas de partida.

Tengo que saber a que resolución están resueltos los pdbs de mis templates y quedarme con el de peor resolución (el modelo no puede ser mejor que la peor resolución del template):

	pdb
	Resolución (Å)

	1c9mA
	1.67

	1scjA
	2

	1s01
	1.7

	1sbh
	1.8


Así que nos quedaremos con la resolución del pdb 1scjA, ya que es la peor (la más grande).

El programa procheck da dos tipos de información:

· Estadística (en el fichero de salida con extensión .sum)

· Visual, en los  mapas de Ramachandran (postscripts)

Para ejecutar el programa primero debemos cambiar las variables de entorno, y después escribir la orden, con la siguiente estructura:

procheck_single      nombre de la proteína       resolución

En nuestro caso será:

$ procheck_single modelo 2.0

Donde modelo será el nombre de cada modelo (clw14t, clw24t, hmm14t   o hmm24t). 

En primer lugar abriremos el fichero con extensión .sum para cada modelo que contiene un resumen de los resultados de la ejecución del programa. También nos informa de los malos contactos del modelo.

A continuación abriremos el fichero modelo_01.ps que contiene el mapa de Ramachandran, donde podemos visualizar gráficamente las estadísticas que hemos visto en el fichero xxx.sum. (podemos visualizarlo con ghostview). En estos mapas hay un código de colores, donde:

· Rojo: zona muy favorable.

· Amarillo: zona permitida.

· Crema: zona generosamente permitida.

· Blanco: zona no permitida, contra la norma.

Los cuadraditos negros que aparecen en el mapa representan los residuos de nuestro modelo, debemos mirar en qué zonas de color se distribuyen para evaluar el modelo.

1. Modelo clw14t (construido a partir de información de secuencia)


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

 |                                                                            |

 | clw14t   2.0                                                  274 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   85.3% core   12.1% allow    1.7% gener    0.9% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   15 labelled residues (out of 272)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      5 labelled residues (out of 149)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:   15 |

*|                     Bond len/angle:   11.2    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.16  Covalent:  -0.40    Overall:  -0.24 |

 |                                                                            |

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

*| M/c bond angles:  90.6% within limits   9.4% highlighted       4 off graph |

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

 |                                                                            |

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

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

Este es el fichero sumario que obtenemos con procheck, he sombreado las regiones más importantes para nuestro estudio.

Primero observamos el nombre del modelo que estamos analizando, en este caso clw14t, seguido por la resolución del template de peor resolución.

Después aparece el número de residuos del modelo (274 una vez cortado), es el mismo en todos los modelos con el objetivo compararlos mejor.

Debajo tenemos la información del diagrama de Ramachandran, por orden obtenemos el porcentaje de residuos en zona muy favorable, permitida, generosamente permitida, no permitida. (Esta misma información la encontramos en el mapa de Ramachandran de la parte inferior de esta hoja, pero en forma gráfica). El  modelo será mejor si tiene más residuos en zonas favorable o permitida y menos en generosamente permitida y no permitida.

El último dato que nos interesa de este sumario es el número de malos contactos, el modelo será mejor contra menos malos contactos tenga.    


En el diagrama de Ramachandran vemos de forma gráfica la información que nos daba el fichero XXX.sum.

En este caso los residuos se concentran en el core (zona roja), y vemos pocos residuos en las zonas generosamente permitida y no permitida (crema y blanco).

(Los ficheros de salida del programa Procheck del resto de modelos se interpretan de la misma forma que el primero).

2. Modelo clw24t (construido a partir de información de secuencia)


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

 |                                                                            |

 | clw24t   2.0                                                  274 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   83.1% core   13.4% allow    2.6% gener    0.9% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   16 labelled residues (out of 272)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 149)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:   10 |

*|                     Bond len/angle:   14.7    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.09  Covalent:  -0.39    Overall:  -0.19 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.4% within limits   1.6% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.1% within limits   7.9% highlighted       6 off graph |

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

 |                                                                            |

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

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


3. Modelo hmm14t (construido a partir de información de estructura)


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

 |                                                                            |

 | hmm14t   2.0                                                  274 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   84.8% core   12.1% allow    2.2% gener    0.9% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   16 labelled residues (out of 272)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 149)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     6.5              Bad contacts:   13 |

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

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.12  Covalent:  -0.43    Overall:  -0.22 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.2% within limits   1.8% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  90.6% within limits   9.4% highlighted       5 off graph |

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

 |                                                                            |

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

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


4. Modelo hmm24t (construido a partir de información de estructura)


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

 |                                                                            |

 | hmm24t   2.0                                                  274 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   83.5% core   13.4% allow    1.7% gener    1.3% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   17 labelled residues (out of 272)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      2 labelled residues (out of 149)                     |

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

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.1              Bad contacts:   16 |

*|                     Bond len/angle:   11.6    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.13  Covalent:  -0.38    Overall:  -0.21 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 97.9% within limits   2.1% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  90.2% within limits   9.8% highlighted       3 off graph |

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

 |                                                                            |

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

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


Construyo una tabla resumen de los datos que obtengo con Procheck para poder comparar mejor los resultados de los cuatro modelos:

	Modelo
	Zona favorable + permitida 
	“permitida” + no permitida
	Contactos malos

	clw14t
	97.4%
	2.6%
	15

	clw24t
	96.5%
	3.5%
	10

	hmm14t
	96.9%
	3.1%
	13

	hmm24t
	96.9%
	3%
	16


Vemos unos resultados de Procheck bastante parecidos, el modelo con menor número de contactos malos es el clw24t, y el que tiene más residuos en zonas favorables clw14t, ambos modelos provienen del alineamiento de secuencias con Clustal (información de secuencia).


Simplemente con estos datos no podríamos elegir un modelo, necesitamos más información, como la estructura secundaria o la estabilidad energética. 

· Evaluación de la estructura secundaria con dssp

En uno de los ficheros de salida de Procheck (concretamente en el modelo_06) aparece un dibujito con la estructura secundaria del modelo, pero no dice de qué residuo a qué residuo va, es muy aproximado.

Nosotros vamos a calcular la estructura secundaria con el programa dssp:

$ dssp modelo modelo.dssp

Lo que más nos interesa es la cuarta columna, en la que se indica la estructura secundaria:

· H: hélice alfa

· E: hoja beta.

· Todo lo demás: loop

Mediane un programa de Perl separamos esa columna a otro fichero:

$ aliss.pl output.dssp > output.pir

Lo pasamos de formato pir a formato clustal para verlo mejor:

$aconvertMod2.pl -in p -out c < clw14t.pir > clw14t.clw
Ahora al abrir el modelo.clw aparece el modelo con la estructura secundaria.

Tendré que hacer todos estos pasos para cada uno de los modelos. A continuación muestro un fragmento del fichero modelo.clw para uno de los modelos:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

clw14t.dsspSeq  VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKE

clw14t.dsspSS   -B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES--BTT-TT--TT--EEEE--SS---TT

clw14t.dsspSeq  DAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYA

clw14t.dsspSS   TBSS-SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-SS-S---HHHHHHHHHHH

(…)

En vez de mostrar estos ficheros uno por uno para cada uno de los modelos, juntaré estos ficheros en uno solo, para que resulte más fácil comparar la estructura secundaria de todos los modelos. Lo haré de la siguiente forma: 
cat *.pir > combi.pir   (para pasar todos los ficheros de extensión .pir a un solo archivo)

aconvertMod2.pl -in p -out c < combi.pir > combi.clw Para canviar de formato pir a clustal, más fácil de visualizar

Abro el fichero combi.clw y lo edito, de  manera que sólo aparezca una vez la secuencia de la proteína, así será más fácil comparar las estructuras secundarias. El resultado es el siguiente:
CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

clw14t.dsspSeq  VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKE

clw14t.dsspSS   -B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES--BTT-TT--TT--EEEE--SS---TT

clw24t.dsspSS   -----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TTS-EEEE--SS---TT

hmm14t.dsspSS   -----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TTS-EEEESSSSSSS--

hmm24t.dsspSS   -B---HHHHHTTHHHHHHHT-S-TT-EEEEEES---TT-TTS-TTS-EEEESSSSSSS--

clw14t.dsspSeq  DAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYA

clw14t.dsspSS   TBSS-SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-SS-S---HHHHHHHHHHH
clw24t.dsspSS   TTS--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-TTTS---HHHHHHHHHHH
hmm14t.dsspSS   -TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTT-EEEEEE-S-SSSS---HHHHHHHHHHH
hmm24t.dsspSS   -TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTTS---HHHHHHHHHHH
clw14t.dsspSeq  VEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNE

clw14t.dsspSS   HHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S---SS-SS----BTTTSTT

clw24t.dsspSS   HHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S---S--SS-S--BTTTSTT

hmm14t.dsspSS   HHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--SS-S-STT-----BTTTSTT

hmm24t.dsspSS   HHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--SS-S-SSS-----BTTTSTT

clw14t.dsspSeq  VIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALAL

clw14t.dsspSS   SEEEEEE-TTS-B-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH
clw24t.dsspSS   SEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH
hmm14t.dsspSS   SEEEEEE-TTS-B-TTS--STTEEEEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH
hmm24t.dsspSS   SEEEEEE-TTS-B-TTS--STTEEEEEE-SSEEEEETTTEEEEE-SHHHHHHHHHHHHHH
clw14t.dsspSeq  IKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKT

clw14t.dsspSS   HHHHTSS-SSSS--HHHHHHHHHHT----S-S--

clw24t.dsspSS   HHHH-SS-SSSS--HHHHHHHHHHT----S-S--

hmm14t.dsspSS   HT--SSS--SS-TT--TTSSS-SSSTTTTSSS--

hmm24t.dsspSS   HH--SSS--SS-TT--SSSSS-SSSSTTTTTT--

Observamos que la predicción de estructura secundaria es bastante homogénea (marcado en verde) para los cuatro modelos (predicen hélices alfa y hojas beta en los mismos sitios, con alguna pequeña diferencia de tamaño).

Pero si nos fijamos hay una gran diferencia en una zona hacia el extremo Cterminal (señalado en rojo), en esta zona los modelos obtenidos a partir de información de secuencia presentan una hélice alfa, sin embargo los obtenidos a partir de información de estructura  presentan un loop. 

Para saber si lo que realmente debería haber en esta zona es una hélice o un loop podríamos hacer un stamp con los modelos y los templates, para ver que estructura tienen los templates en esa zona en concreto. Esto lo miraremos en la práctica 6.3, pero antes en la 6.1 y 6.2 analizaremos energéticamente los modelos.

Con estas otras proteínas intentaremos cubrir los gaps que deje el template más perecido.
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