PRÁCTICA 6
VALORACIÓN DE LA ESTRUCTURA
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6.1 y 6.2 Prosa II 
En esta práctica analizaremos nuestros modelos desde un punto de vista energético con el programa Prosa II. Este programa proporciona gráficos en los que se muestra el diagrama energético del plegamiento de la proteína, que depende de la posición de los aminoácidos en la proteína.

Zonas de energía positiva corresponden a problemas de plegamiento del modelo.

Para poder utilizar el programa PROSA primero debemos cambiar las variables de entorno:

bash-2.05b$ tcsh

[e16983.bio.acexs.au.upf@au48224 HMMER]$ source /disc9/cshrc
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Una vez dentro del programa tenemos que escribir las instrucciones para que nos muestre la energía de nuestro modelo:

read pdb nombre.pdb obj1

analyse enregy obj1
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plot

Con las órdenes anteriores obtenemos un diagrama de energías por residuo, pero para que al verlo nos resulte más significativo, es mejor ver la energía global del modelo, para eso escribiremos lo siguiente:

winsize obj1 50

plot

Para ver en la misma pantalla la energía de un segundo pdb escribiremos:
read pdb pdb nombre2.pdb obj2

analyse energy obj2

plot

Y para cambiar el color del segundo modelo que estamos mirando:

color * obj2 red

winsize * 50

plot

Finalmente guardamos la imagen que estamos visualizando en pantalla con la orden:

export plot nombreplot

Donde el diagrama que guardamos tiene extensión .ps, que podemos visualizar con ghostview o con gimp.

Realizaré el análisis una vez cortados los extremos, ya que de lo contrario aparecerían dos zonas d energía positiva correspondientes a los dos extremos.

A continuación muestro los diagramas correspondientes a las parejas de modelos de estructura y de secuencia. En este caso, para comparar las energías no es necesario que  los modelos tengan el mismo número de residuos, así que utilizará los modelo: clw1tt, clw2tt, hmm14t y hmm24t. 

Los modelos clw1tt y clw2tt son los que corté inicialmente, sólo salir del modeler (clw14t y clw24t son los que he compardo con prochek y xam porque corté los extremos de la misma forma que los modelos hmm). 

Modelos construidos con información de secuencia:
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           clw2tt       

Observamos dos picos de energía: en uno de ellos hay una zona de energía es positiva (es una zona donde el modelo no es estable, probablemente producida por dos gaps de dos y tres residuos situados muy cerca en el alineamiento de clustal). El segundo pico también podría deberse a un gap de dos residuos en el alineamiento de clustal (muestro las zonas sombreadas en azul):

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

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

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

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

sp|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

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

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

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

pdb1s01.fa      GTSGSS--STVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKY

pdb1sbh.fa      GTSGSS--STVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKY

pdb1scj.fa      GSSGST--STVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTY

sp|P11018|      G-DGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKY

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

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 último gap sombreado en azul es probablemente el responsable de la última subida energética que vemos en Prosa.

En general, la energía de clw2tt está por debajo de la energía de clw1tt, así que entre estos dos modelos me quedaría con clw2tt (ya que los Procheck también son muy parecidos).

Modelos construidos con información de estructura:
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Las energías de ambos modelos son muy parecidas.

La mayor parte del modelo tiene una energía bastante estable (negativa), pero la parte final del modelo tiene un pico de energía, que se debe probablemente a que el alineamiento en el que se basa el modelo presenta tres gaps próximos en el extremo C terminal, uno de ellos de siete residuos:

Muestro la parte C-terminal del alineamiento de Stamp, para mostrar la zona que podría producir la inestabilidad energética que vemos en Prosa (sombreado azul): 

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......
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XAM y STAMP de los modelos
· XAM

Ejecuto el programa XAM con los cuatro modelos (clw14t, clw24t, hmm14t, hmm24t) para ver el RMSD, obtengo la siguiente tabla:

# clw14t                                                      

# clw24t                                                      

# hmm14t                                                      

# hmm24t                                                      

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

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

#

#   RMSD table

#   

#         1    2    3    4

#  1        0.38 3.50 3.42 

#  2  1.34       3.51 3.44 

#  3  4.47 4.54       0.59 

#  4  4.39 4.43 1.60       

De este resultado de RMSD se puede decir que los modelos de estructura son muy parecidos entre ellos, y los modelos de estructura también son muy parecidos entre ellos, ya que se obtienen valores de RMSD muy bajos (sombreado). 

Sin embargo los modelos de secuencia respecto a los de estructura son bastante diferentes (el RMSD da por encima de 2).
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Abro con RasMol el fichero pdb que obtengo de XAM:

En general se observa una buena superposición entre los modelos.
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Si nos fijamos más detalladamente en el pdb que se obtiene de XAM vemos que en la superposición hay dos modelos (los de clustal) que tienen una alfa hélice y en los otros dos (los modelos de estructura) hay un loop. (En las fotos de RasMol he marcado la zona de interés con un círculo verde).

Esta diferencia ya la observamos al calcular la estructura secundaria con dssp en la práctica 5.4, y podría ser la responsable del RMSD por encima de 2 que he obtenido al ejecutar XAM (junto con las diferencias en los loops), ya que es una diferencia significativa entre los modelos obtenidos con clustal y los de hmm.

Para comprobar que modelo es el correcto (la hélice o el loop) correré el programa stamp con los modelos y los templates para ver que estructura es la que tienen los templates. 

Con la información de RMSD por aminoácido que encontramos en el PDB obtenido del XAM construimos una gráfica de EXCEL. En ella los residuos de RMSD menor deberían coincidir con zonas de estructura secundaria definida en los modelos y los residuos con RMSD mayor a loops (veremos qué residuos son los más diferentes en los cuatro modelos modelos (RMSD mayor).

Construyo la gráfica con la posición del residuo y la columna correspondiente a BB(global):
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Miro estas tres zonas en el pdb obtenido de xam con RasMol, y las marco en rojo:
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Aquí se observa que dos de las tres zonas de máxima variabilidad entre residuos de los cuatro modelos corresponden a dos loops (hay que tener en cuenta que los loops son zonas en las que es difícil establecer un plegamiento estándar).

En cuanto al RMSD más alto que observábamos en la gráfica anterior, corresponde a la zona en que unos modelos predecían una hélice alfa mientras que los otros un loop (era de esperar un RMSD alto en esta zona).  

· STAMP

Corremos el programa stamp con los modelos y los templates para ver los resultados:

· Primero alineo un modelo de secuencia (clw) con los templates (sólo lo hago con uno de los modelos de secuencia porque con XAM ya hemos visto que los dos modelos de secuencia son muy parecidos entre ellos).


Miro el RMSD en el fichero de salida de stamp:

RMS deviation after fitting on 249 atoms =  0.400410

Al alinear un modelo de secuencia con los templates obtenemos un RMSD muy bajo (0,40), que nos indica una buena superposición.

Visualizamos esta superposición con RasMol (no se observan grandes diferencias entre el modelo de secuencia y los templates).

· Al alinear los templates con un modelo de estructura (hmm), vemos que el loop se alinea con las alfa hélices de los templates. 


Así que son los modelos obtenidos con HMM los que presentan un problema en la estructura secundaria, posiblemente debido a algún problema en el alineamiento inicial, o en la ejecución del programa modeller. 

Hay que destacar que en el alineamiento en el que se basan estos modelos había tres gaps seguidos en la zona C terminal (donde hora encontramos el loop que debería ser una hélice), esto podría explicar que el modelo tenga un problema en esta zona.

Miramos el RMSD en el fichero de salida de STAMP:

RMS deviation after fitting on 239 atoms =  0.475710

El valor de RMSD es bastante muy bajo a pesar de la presencia del loop donde debería haber una hélice, así que el resto de la molécula se superpone bien (como se aprecia en rasmol)

Este problema en la estructura secundaria nos servirá para descartar los modelos obtenidos del alineamiento de estructura (en la elección de uno de los cuatro modelos que teníamos al iniciar esta práctica).

De los dos modelos que nos quedan (los de secuencia), escojo el clw2, ya que presenta en general una  energía más baja que el modelo clw1, es decir, es energéticamente más estable (como hemos visto en los resultados de Prosa).

No es de extrañar que el alineamiento de secuencias de un buen modelo, ya que las secuencias que cogí para hacer el modelo eran bastante homólogas (no había homólogas muy remotas).

Analizaré más detalladamente este modelo (clw2tt) con Prosa (miro el modelo ya cortado):

read pdb clw2tt.pdb obj1

analyse enregy obj1

plot

winsize obj1 50

plot

draw * obj1 1

plot

color comb obj1 cyan

color surf obj1 magenta

plot

Así obtenemos un diagrama de energías en el que vemos descompuestas las siguientes energías:

· Energía de surface (de la molécula con el exterior), en el diagrama en rosa.

· Energía pair,  de los residuos de la proteína entre ellos, en el diagrama amarilla.

· Energía combinada, es la suma de las dos energías anteriores, en el diagrama azul.

Muestro el mismo diagrama en dos formatos diferentes:


En el modelo vemos un pico de energía que llega a cero hacia el extremo C-terminal, esto nos indica que hay un problema en los residuos que forman la proteína, aunque la energía disminuye si consideramos la proteína con el exterior.

Este modelo no tiene una energía perfecta, pero los modelos hmm no puedo escogerlos debido al problema con la estructura secundaria, así trataré de optimizar este modelo en la práctica 7. 

6.3 Psipred
· PSIPRED

En esta práctica se comparará la estructura secundaria real obtenida con dssp con la que predice el programa Psipred.

Psipred es un programa basado en una red neuronal. Ejecuta un psiblast para buscar todas las secuencias similares, y mira cuales son los residuos que no varían (serán los residuos importantes para determinar la estructura secundaria).
Utilizaremos este programa para evaluar la estructura secundaria del modelo que hemos escogido (en mi caso clw2).

Antes de ejecutar el programa se deben cambiar las variables de entorno:

bash-2.05b$ tcsh

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

Ahora ejecuto el programa, para que calcule la estructura secundaria de la proteína P11018 (a partir de la cual hicimos los modelos):

$psipred P11018.seq
Obtenemos como outfiles: P11018.ss2 y P11018.horiz.

Abro el fichero de salida P11018.horiz:

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.3 by David Jones)

Conf: 987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577

Pred: CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

  AA: MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

              10        20        30        40        50        60

Conf: 325554220467888887888888887671664422237898268742797489999761

Pred: HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC

  AA: KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

              70        80        90       100       110       120

Conf: 799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378

Pred: CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC

  AA: GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

             130       140       150       160       170       180

Conf: 887888776678877652168887548996000035788404750898158975288053

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE

  AA: GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

             190       200       210       220       230       240

Conf: 315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675

Pred: EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

  AA: KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

             250       260       270       280       290       300

Conf: 2016887665421025469

Pred: EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

  AA: LTAPDELAEKAEQSHLLTL

             310

· Aparece una primera línea que indica la confidencialidad, 1 es el mínimo y 9 el máximo (si el programa predice una hélice alfa y aparece un siete querrá decir que nos podemos fiar, ya que en las proteínas homólogas también se encuentra esta estructura, es bastante fiable)

· En segundo lugar aparece la estructura secundaria, donde:

· Las C son los loops.

· Las H corresponden a las hélices alfa.

· Las E corresponden a las hojas beta.

·     En la última columna aparece la secuencia de aminoácidos.

Este fichero nos servirá después ante posibles discrepancias de nuestro modelo con la proteína original de la que hicimos el modelo (si se predicen estructuras secundarias diferentes y en esa zona tenemos una confidencialidad alta de la proteína inicial querrá decir que el modelo está equivocado).

Transformamos el archivo P11018.ss2, que contiene la estructura secundaria pero en vertical, a horizontal (formato .pir que luego podemos transformar con aconvertMod2.pl a formato clustal):

psipred.pl P11018.ss2
El siguiente paso es calcular la estructura secundaria de nuestro modelo con dssp y con psipred y comparar los resultados del modelo y de la proteína original, pongo todos los resultados en un mismo archivo (clw2.2D.aln): 

dssp clw2 clw2.dssp 
aliss.pl clw2.dssp

psipred.pl P11018.ss2 >> clw2.2D 
aliss.pl seq1.dssp >> clw2.2D

aconvertMod2.pl -in p -out c < clw2.2D > clw2.2D.aln

El fichero que debemos mirar es clw2.2D.aln:

P11018.ss2Seq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
P11018.ss2SS   CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH

clw2.dsspSeq   MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
clw2.dsspSS    --S-----SS-------SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

(…)

Edito el fichero para que la secuencia sólo aparezca una vez, ya que la secuencia del modelo y de la proteína es la misma (comparar zonas sombreadas), así compararé mejor las estructuras secundarias. Una vez editado aparecen por orden la secuencia de la proteína, el resultado de predicción de estructura secundaria de Psipred para la proteína inicial y el resultado de dssp para el modelo. Además he añadido los valores de confidencialidad que obtuve de P11018.horiz para poderlos comparar más cómodamente.

Muestro el fichero editado:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

               987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577
P11018.ss2Seq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

P11018.ss2SS   CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH
clw2.dsspSS    --S-----SS-------SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

               325554220467888887888888887671664422237898268742797489999761
P11018.ss2Seq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

P11018.ss2SS   HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC
clw2.dsspSS    -TTS-EEEE--SS---TTTTS--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-S-

               799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378
P11018.ss2Seq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.ss2SS   CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC
clw2.dsspSS    TTTS---HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

               799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378

P11018.ss2Seq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

P11018.ss2SS   CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE
clw2.dsspSS    --S--SS-S--BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
  315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675
P11018.ss2Seq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.ss2SS   EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE
clw2.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--
               2016887665421025469

P11018.ss2Seq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL
P11018.ss2SS   EEHHHHHHHHHHHCCCCCC
clw2.dsspSS    SHHHH----SS--SS----
Hay que tener en cuenta que en el programa he utilizado el modelo antes de cortar los extremos, ya que de lo contrario no se podría alinear con la proteína inicial. He sombreado en gris las zonas de los extremos que he cortado, para no tenerlas en cuenta en la comparación de estructuras secundarias. 

He marcado en rojo las zonas del alineamiento en que la estructura secundaria del modelo y de la proteína inicial no coinciden, y en verde las zonas que si coinciden.

La mayoría de zonas marcadas en verdes, coincidentes, presentan valores de confidencialidad muy elevados (entre 7 y 9), a excepción de la primera zona marcada.

En cuanto a las zonas marcadas en rojo, la confidencialidad varía bastante, por lo que no podemos afirmar que haya grandes errores en la estructura secundaria del modelo que he escogido. El principal error que se observa son las dos primeras zonas marcadas en rojo (en el extremo N-terminal), que en mi modelo son hélices alfa y en la proteína que utilicé para hacer el modelo no (aunque la confidencialidad de estas dos regiones varía entre 0 y 8).

Por curiosidad repito el proceso anterior para todos los modelos que obtuve en la práctica 5, para poder ver concretamente que ocurre en la región C-terminal de los modelos hmm donde en vez de aparecer una hélice teníamos un loop:

Tras ejecutar dssp de los modelos sin cortar (en la práctica 5.4 lo habíamos ejecutado con los modelos cortados), junto todos los ficheros en formato pir:

cat clw1.2D clw2.2D hmm1.2D hmm2.2D > modelos.pir

aconvertMod2.pl -in p -out c < modelos.pir > modelos.aln
Edito el fichero modelos.aln para que sólo aparezca una vez la secuencia de la proteína. Sólo muestro la parte C-terminal del alineamiento, donde encontré las diferencias fundamentales entre los cuatro modelos: 
               315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675

P11018.ss2Seq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.ss2SS   EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE

clw1.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHTSS-SSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

clw2.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

hmm1.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHT--SSS--SS-TT--TTSSS-SSSTTTTSSSS---S-TTT-

hmm2.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHH--SSS--SS-TT--SSSSS-SSSSTTTTTT----S-TTT-

P11018.ss2Seq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL

P11018.ss2SS   EEHHHHHHHHHHHCCCCCC

clw1.dsspSS    SHHHH------S-------

clw2.dsspSS    SHHHH----SS--SS----

hmm1.dsspSS    ----TTTSSTTT-------

hmm2.dsspSS    --SSSSSHHHHH---S---

Aquí vemos claramente que el problema en la estructura secundaria lo tienen los modelos que vienen de HMM, ya que la secuencia inicial tiene unos valores de confidencialidad muy altos para esta región de estructura secundaria (marcada en verde y rojo según si los modelos coincidían o no con la estructura secundaria de la proteína P110118). Con este resultado confirmamos que hemos hecho bien en eliminar los modelos hmm, ya que tienen un problema en la estructura secundaria.
Comprobación de la presencia de la tríada catalítica en el modelo escogido

No hay que olvidar que los modelos que  estamos analizando son subtilisinas, así que deberán presentar la tríada catalítica característica de estas proteínas Asp, His, Ser).

En primer lugar, los tres residuos de la traída catalítica deberían estar conservados en los templates, y aparecer en el modelo que he escogido (clw2). 

Muestro el alineamiento de obtenido con STAMP, entre mi modelo y los templates: 

clw24t            VNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKE

pdb1c9m.faA       AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPD-L-NIRGGASFVPGEPS--

pdb1scj.faA       AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPD-L-NVRGGASFVPSETN--

pdb1s01.fa        AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPD-L-KVAGGASFVPSETN--

pdb1sbh.fa        AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPD-L-KVAGGASFVPSETN--

clw24t            DAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYA

pdb1c9m.faA       --TQDGNGHGTHVAGTIAALDNSIGVLGVAPSAELYAVKVLG-ASGSGAISSIAQGLEWA

pdb1scj.faA       -PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD-STGSGQYSWIINGIEWA

pdb1s01.fa        -PFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG-ADGSGQYSWIINGIEWA

pdb1sbh.fa        -PFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG-ADGSGQYSWIINGIEWA

clw24t            VEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEG-DGDERTEELSYPAAYN

pdb1c9m.faA       GNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS-G-----AGSISYPARYA

pdb1scj.faA       ISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG-S-TSTVGYPAKYP

pdb1s01.fa        IANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG-S-SSTVGYPAKYP

pdb1sbh.fa        IANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG-S-SSTVGYPAKYP

clw24t            EVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALA

pdb1c9m.faA       NAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG-TMATPHVAGAAA

pdb1scj.faA       STIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAA

pdb1s01.fa        SVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAA

pdb1sbh.fa        SVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAGAAA

clw24t            LIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKT-------------

pdb1c9m.faA       LVKQKNP-----SWSNVQIRNHLKNTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR

pdb1scj.faA       LILSKHP-----TWTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

pdb1s01.fa        LILSKHP-----NWTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

pdb1sbh.fa        LILSKHP-----NWTNTQVRSSLENTTTYLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

Vemos que estos tres residuos tan importantes para la función están conservados (marcados en amarillo), a pesar de su distancia en secuencia, están muy cercanos una vez la proteína adopta su estructura funcional.

Antes de visualizar la tríada con mi modelo mediante rasmol hay que tener en cuenta que la proteína está cortada, así que la numeración de los residuos en el alineamiento no se corresponde con la numeración del pdb de rasmol.

Para encontrar la tríada catalítica utilizo el programa Molaris (busco una histidina y miro si tiene residuos cercanos ionizables, así encuentro la serina y el aspártico con la misma numeración del pdb), así que podremos seleñalarlo en rasmol.

Empiezo llamando al programa molaris:

$MOLARIS_PATH/bin/molaris
Busco las histidinas:

analyze> restype his

   87  HIS_087

  251  HIS_251

  315  HIS_315

La más cercana al lugar donde se considera normalmente la histidina de la tríada catalítica es la HISTIDINA 87, así que busco los residuos ionizables que haya cercanos a esta histidina.

 analyze> sphereion_r 6 87

 residue#  residue name  distance from the center  pKa

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

   87          HIS                 1.81            6.50

   50          ASP                 4.74            3.90

  246          SER                 5.60           15.00

 There are     3 ionizable residues within   6.00A from the center

 A file is written with the residues charged at ph=7:

Justamente los tres residuos ionizables que encuentra en este radio se corresponden  con la tríada catalítica.

Visualizo mediante RasMol (coloreo en verde los residuos de interés):


El hecho de que el modelo que he escogido presente la tríada catalítica es un dato favorable, ya que si el modelo no tuviese los tres residuos, o si no tomase la conformación adecuada para que estos residuos quedasen estructuralmente cerca, esta subtilisina no sería funcional (es importante ver la relación entre la estructura de la proteína y la función, si la estructura de la proteína no fuese la correcta la tríada catalítica probablemente no sería funcional, ya que requiere un plegamiento concreto que acerca residuos que están lejos en la secuencia).
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Se observan principalmente tres zonas en la que los modelos difieren, una de ellas en la zona más C-terminal
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xam

		19		0.00		0.00		0.84		1.51		1.95		VAL						RMSD		residuos

		20		0.18		1.29		0.77		2.08		2.78		ASN						0.84		19

		21		0.09		1.19		0.69		1.27		1.61		GLU						0.77		20

		22		0.07		0.81		0.66		1.04		1.29		LEU						0.69		21

		23		0.05		1.24		0.58		0.71		0.85		PRO						0.66		22

		24		0.03		1.11		0.68		2.61		3.41		GLU						0.58		23

		25		0.02		1.21		0.72		0.71		0.00		GLY						0.68		24

		26		0.02		0.82		0.81		1.08		1.22		ILE						0.72		25

		27		0.02		0.81		1.01		2.05		2.58		LYS						0.81		26

		28		0.02		0.75		1.07		1.06		1.10		VAL						1.01		27

		29		0.03		0.51		1.11		1.07		1.03		ILE						1.07		28

		30		0.03		0.50		1.22		1.86		2.18		LYS						1.11		29

		31		0.03		0.55		1.18		1.18		1.07		ALA						1.22		30

		32		0.04		0.58		1.24		1.20		1.15		PRO						1.18		31

		33		0.05		1.28		1.40		2.29		2.80		GLU						1.24		32

		34		0.06		1.83		1.48		2.34		2.85		MET						1.4		33

		35		0.07		1.81		1.40		3.53		3.98		TRP						1.48		34

		36		0.04		1.46		1.45		1.48		1.43		ALA						1.4		35

		37		0.03		0.22		1.64		1.94		2.09		LYS						1.45		36

		38		0.04		0.74		1.58		1.61		0.00		GLY						1.64		37

		39		0.05		0.93		1.42		2.05		2.47		VAL						1.58		38

		40		0.04		0.89		1.28		1.78		2.01		LYS						1.42		39

		41		0.04		1.19		1.18		1.23		0.00		GLY						1.28		40

		42		0.05		1.32		1.25		2.55		3.09		LYS						1.18		41

		43		0.04		1.39		1.30		1.77		2.05		ASN						1.25		42

		44		0.05		1.22		1.14		1.78		2.09		ILE						1.3		43

		45		0.05		0.97		0.97		1.60		1.84		LYS						1.14		44

		46		0.02		0.74		0.77		1.33		1.64		VAL						0.97		45

		47		0.01		0.49		0.60		0.66		0.63		ALA						0.77		46

		48		0.01		0.05		0.42		0.46		0.38		VAL						0.6		47

		49		0.01		0.18		0.27		0.39		0.38		LEU						0.42		48

		50		0.02		0.45		0.25		0.45		0.53		ASP						0.27		49

		51		0.03		0.49		0.37		0.90		1.20		THR						0.25		50

		52		0.06		0.44		0.47		0.53		0.00		GLY						0.37		51

		53		0.08		0.16		0.58		0.70		0.76		CYS						0.47		52

		54		0.07		0.46		0.77		0.90		0.88		ASP						0.58		53

		55		0.04		0.54		0.96		1.45		1.73		THR						0.77		54

		56		0.03		0.55		1.02		1.29		1.48		SER						0.96		55

		57		0.03		0.42		0.87		0.93		0.81		HIS						1.02		56

		58		0.03		0.52		0.89		1.20		1.36		PRO						0.87		57

		59		0.03		0.52		0.79		1.39		1.64		ASP						0.89		58

		60		0.08		0.98		0.81		0.94		0.90		LEU						0.79		59

		61		0.16		1.12		0.91		1.92		2.46		LYS						0.81		60

		62		0.12		1.57		1.16		1.69		1.95		ASN						0.91		61

		63		0.11		1.14		1.24		2.50		3.08		GLN						1.16		62

		64		0.09		0.99		1.01		1.57		1.82		ILE						1.24		63

		65		0.09		0.64		1.05		1.30		1.32		ILE						1.01		64

		66		0.04		0.29		0.99		1.03		0.00		GLY						1.05		65

		67		0.04		1.00		0.87		0.95		0.00		GLY						0.99		66

		68		0.06		1.23		0.74		2.24		2.92		LYS						0.87		67

		69		0.07		1.12		0.73		1.80		2.40		ASN						0.74		68

		70		0.22		0.94		0.72		0.78		0.77		PHE						0.73		69

		71		0.57		1.39		1.12		1.54		1.86		THR						0.72		70

		72		0.58		1.80		2.83		4.21		5.38		ASP						1.12		71

		73		0.34		1.52		4.96		7.04		8.64		ASP						2.83		72

		74		0.77		1.57		5.52		6.80		7.87		ASP						4.96		73

		75		0.77		1.55		4.46		4.72		0.00		GLY						5.52		74

		76		0.67		1.72		4.79		4.84		0.00		GLY						4.46		75

		77		0.53		2.54		4.24		6.36		7.60		LYS						4.79		76

		78		0.50		2.09		4.88		5.84		6.42		GLU						4.24		77

		79		1.11		1.76		4.82		5.35		5.91		ASP						4.88		78

		80		0.82		2.10		2.38		2.77		4.04		ALA						4.82		79

		81		0.62		1.39		1.56		3.02		3.86		ILE						2.38		80

		82		0.23		0.99		1.21		1.31		1.47		SER						1.56		81

		83		0.14		1.00		0.79		0.75		0.59		ASP						1.21		82

		84		0.06		0.92		0.79		2.85		3.40		TYR						0.79		83

		85		0.04		0.89		0.65		0.72		0.73		ASN						0.79		84

		86		0.02		0.33		0.47		0.49		0.00		GLY						0.65		85

		87		0.02		0.33		0.30		0.62		0.78		HIS						0.47		86

		88		0.02		0.33		0.28		0.34		0.00		GLY						0.3		87

		89		0.01		0.09		0.34		0.46		0.47		THR						0.28		88

		90		0.01		0.10		0.21		0.32		0.31		HIS						0.34		89

		91		0.01		0.10		0.22		0.30		0.24		VAL						0.21		90

		92		0.01		0.04		0.39		0.49		0.46		ALA						0.22		91

		93		0.01		0.04		0.41		0.48		0.00		GLY						0.39		92

		94		0.01		0.55		0.44		0.50		0.47		THR						0.41		93

		95		0.02		0.54		0.59		1.14		1.45		ILE						0.44		94

		96		0.02		0.56		0.68		0.76		0.70		ALA						0.59		95

		97		0.03		0.41		0.69		0.75		0.64		ALA						0.68		96

		98		0.05		0.50		0.89		1.47		1.76		ASN						0.69		97

		99		0.05		0.67		1.00		1.23		1.31		ASP						0.89		98

		100		0.10		1.01		1.02		1.49		1.91		SER						1		99

		101		0.11		1.03		1.05		1.99		2.43		ASN						1.02		100

		102		0.11		0.97		0.78		0.83		0.00		GLY						1.05		101

		103		0.08		0.69		0.59		0.65		0.00		GLY						0.78		102

		104		0.03		0.69		0.54		1.34		1.70		ILE						0.59		103

		105		0.02		0.71		0.66		0.71		0.79		ALA						0.54		104

		106		0.02		0.04		0.71		0.78		0.00		GLY						0.66		105

		107		0.01		0.03		0.82		0.87		0.82		VAL						0.71		106

		108		0.02		0.21		0.92		0.97		0.95		ALA						0.82		107

		109		0.04		0.69		0.96		1.13		1.23		PRO						0.92		108

		110		0.03		0.68		1.11		1.91		2.28		GLU						0.96		109

		111		0.03		0.78		1.01		1.05		0.93		ALA						1.11		110

		112		0.02		0.34		0.98		1.45		1.85		SER						1.01		111

		113		0.03		0.74		0.81		0.86		0.76		LEU						0.98		112

		114		0.07		0.93		0.76		1.59		2.01		LEU						0.81		113

		115		0.08		0.88		0.62		1.38		1.79		ILE						0.76		114

		116		0.08		0.62		0.52		0.58		0.57		VAL						0.62		115

		117		0.02		0.14		0.50		0.62		0.65		LYS						0.52		116

		118		0.03		0.18		0.39		0.38		0.31		VAL						0.5		117

		119		0.05		0.13		0.45		0.46		0.45		LEU						0.39		118

		120		0.06		0.16		0.59		0.59		0.00		GLY						0.45		119

		121		0.26		1.30		0.62		0.63		0.00		GLY						0.59		120

		122		0.40		1.48		0.86		2.48		3.18		GLU						0.62		121

		123		0.49		1.63		1.65		3.42		4.38		ASN						0.86		122

		124		0.52		1.53		0.80		0.76		0.00		GLY						1.65		123

		125		0.24		0.49		0.86		1.23		1.73		SER						0.8		124

		126		0.11		0.64		0.52		0.48		0.00		GLY						0.86		125

		127		0.06		0.49		0.44		1.01		1.33		GLN						0.52		126

		128		0.04		0.80		0.30		0.53		0.62		TYR						0.44		127

		129		0.03		0.66		0.31		1.60		2.16		GLU						0.3		128

		130		0.02		0.72		0.33		0.50		0.57		TRP						0.31		129

		131		0.02		0.34		0.22		0.54		0.71		ILE						0.33		130

		132		0.02		0.53		0.22		0.34		0.34		ILE						0.22		131

		133		0.02		0.49		0.37		0.91		1.19		ASN						0.22		132

		134		0.02		0.49		0.39		0.47		0.00		GLY						0.37		133

		135		0.02		0.72		0.39		0.50		0.40		ILE						0.39		134

		136		0.03		1.11		0.51		1.46		1.90		ASN						0.39		135

		137		0.03		1.16		0.64		2.19		2.57		TYR						0.51		136

		138		0.03		0.75		0.66		0.77		0.60		ALA						0.64		137

		139		0.02		0.92		0.76		0.92		0.80		VAL						0.66		138

		140		0.04		1.22		0.92		2.15		2.61		GLU						0.76		139

		141		0.05		1.54		0.96		1.96		2.40		GLN						0.92		140

		142		0.04		1.39		0.99		2.06		2.51		LYS						0.96		141

		143		0.03		0.99		0.92		1.53		1.82		VAL						0.99		142

		144		0.02		0.93		0.97		1.21		1.25		ASP						0.92		143

		145		0.03		0.80		0.78		1.83		2.32		ILE						0.97		144

		146		0.03		0.90		0.58		0.63		0.52		ILE						0.78		145

		147		0.02		0.33		0.41		0.70		0.91		SER						0.58		146

		148		0.02		0.32		0.30		0.53		0.58		MET						0.41		147

		149		0.01		0.13		0.24		0.27		0.27		SER						0.3		148

		150		0.02		0.05		0.29		0.29		0.25		LEU						0.24		149

		151		0.02		0.06		0.43		0.45		0.00		GLY						0.29		150

		152		0.03		0.10		0.55		0.58		0.00		GLY						0.43		151

		153		0.04		0.31		0.68		0.79		0.86		PRO						0.55		152

		154		0.05		0.35		0.63		0.92		1.25		SER						0.68		153

		155		0.05		0.63		0.59		0.75		0.78		ASP						0.63		154

		156		0.05		0.59		0.51		1.12		1.50		VAL						0.59		155

		157		0.05		1.03		0.44		0.70		0.77		PRO						0.51		156

		158		0.04		0.85		0.32		1.51		2.02		GLU						0.44		157

		159		0.03		0.86		0.32		0.45		0.42		LEU						0.32		158

		160		0.03		0.87		0.47		0.90		0.98		LYS						0.32		159

		161		0.02		0.94		0.47		1.85		2.30		GLU						0.47		160

		162		0.02		0.97		0.41		0.52		0.29		ALA						0.47		161

		163		0.02		0.98		0.53		1.03		1.24		VAL						0.41		162

		164		0.03		1.00		0.71		1.81		2.24		LYS						0.53		163

		165		0.02		0.85		0.73		1.01		0.99		ASN						0.71		164

		166		0.03		0.23		0.73		0.85		0.65		ALA						0.73		165

		167		0.05		0.94		0.89		1.06		0.95		VAL						0.73		166

		168		0.14		1.18		1.01		1.93		2.30		LYS						0.89		167

		169		0.39		1.31		1.10		1.98		2.06		ASN						1.01		168

		170		0.36		1.16		1.39		1.49		0.00		GLY						1.1		169

		171		0.21		0.72		0.96		1.56		1.90		VAL						1.39		170

		172		0.08		0.60		0.86		1.04		1.07		LEU						0.96		171

		173		0.02		0.13		0.69		0.73		0.61		VAL						0.86		172

		174		0.02		0.28		0.59		0.69		0.72		VAL						0.69		173

		175		0.03		0.29		0.54		0.81		1.00		CYS						0.59		174

		176		0.03		0.30		0.55		0.56		0.51		ALA						0.54		175

		177		0.02		0.02		0.68		0.71		0.76		ALA						0.55		176

		178		0.03		0.12		0.67		0.68		0.00		GLY						0.68		177

		179		0.06		0.83		0.79		0.81		0.83		ASN						0.67		178

		180		0.28		0.85		0.97		1.72		2.11		GLU						0.79		179

		181		0.57		1.96		1.23		1.26		0.00		GLY						0.97		180

		182		1.17		1.74		2.17		3.96		4.77		ASP						1.23		181

		183		0.67		1.54		2.72		2.92		0.00		GLY						2.17		182

		184		0.70		2.18		3.57		5.22		6.42		ASP						2.72		183

		185		0.83		2.44		3.59		5.37		6.15		GLU						3.57		184

		186		0.69		2.13		3.16		3.94		3.98		ARG						3.59		185

		187		0.69		2.11		2.80		3.32		3.66		THR						3.16		186

		188		0.41		2.03		1.36		3.80		4.84		GLU						2.8		187

		189		0.30		1.95		0.90		1.65		2.00		GLU						1.36		188

		190		0.13		0.96		0.85		1.21		1.41		LEU						0.9		189

		191		0.04		0.58		0.68		1.13		1.52		SER						0.85		190

		192		0.02		0.40		0.57		0.67		0.63		TYR						0.68		191

		193		0.02		0.20		0.53		0.62		0.56		PRO						0.57		192

		194		0.02		0.13		0.66		0.73		0.69		ALA						0.53		193

		195		0.02		0.12		0.76		0.84		0.79		ALA						0.66		194

		196		0.02		0.40		0.78		0.80		0.68		TYR						0.76		195

		197		0.02		0.90		0.91		1.36		1.51		ASN						0.78		196

		198		0.02		0.89		0.85		1.93		2.33		GLU						0.91		197

		199		0.03		0.81		0.77		0.84		0.74		VAL						0.85		198

		200		0.02		0.23		0.78		1.03		1.12		ILE						0.77		199

		201		0.03		0.22		0.78		0.83		0.84		ALA						0.78		200

		202		0.03		0.06		0.77		0.77		0.75		VAL						0.78		201

		203		0.03		0.42		0.86		0.86		0.00		GLY						0.77		202

		204		0.03		0.43		0.90		1.36		1.85		SER						0.86		203

		205		0.03		0.42		1.00		1.02		1.14		VAL						0.9		204

		206		0.03		0.10		1.02		0.99		1.04		SER						1		205

		207		0.04		0.09		1.08		1.09		1.19		VAL						1.02		206

		208		0.04		0.99		1.25		1.23		1.31		ALA						1.08		207

		209		0.04		1.13		1.28		2.71		3.22		ARG						1.25		208

		210		0.05		1.22		1.31		1.98		2.39		GLU						1.28		209

		211		0.05		0.90		1.15		1.75		2.12		LEU						1.31		210

		212		0.05		1.24		1.02		1.40		1.86		SER						1.15		211

		213		0.04		0.95		1.02		2.31		2.94		GLU						1.02		212

		214		0.05		0.93		0.93		0.79		0.75		PHE						1.02		213

		215		0.04		0.55		0.90		1.07		1.26		SER						0.93		214

		216		0.04		0.55		0.92		1.27		1.47		ASN						0.9		215

		217		0.05		0.75		0.99		1.04		1.06		ALA						0.92		216

		218		0.14		1.21		0.97		1.54		1.79		ASN						0.99		217

		219		0.27		1.35		1.05		2.66		3.23		LYS						0.97		218

		220		0.28		1.36		1.20		1.58		1.73		GLU						1.05		219

		221		0.13		0.71		1.02		1.41		1.63		ILE						1.2		220

		222		0.08		0.95		1.01		1.16		1.19		ASP						1.02		221

		223		0.08		1.11		0.92		1.96		2.54		LEU						1.01		222

		224		0.03		1.16		0.95		1.75		2.37		VAL						0.92		223

		225		0.03		0.68		0.84		0.81		0.75		ALA						0.95		224

		226		0.14		0.19		0.75		0.84		0.98		PRO						0.84		225

		227		0.15		0.43		0.82		0.77		0.00		GLY						0.75		226

		228		0.15		1.08		0.70		1.17		1.46		GLU						0.82		227

		229		0.05		1.02		0.58		1.90		2.59		ASN						0.7		228

		230		0.03		1.14		0.37		0.66		0.89		ILE						0.58		229

		231		0.03		0.80		0.24		1.42		1.98		LEU						0.37		230

		232		0.03		0.97		0.19		0.28		0.25		SER						0.24		231

		233		0.03		0.52		0.33		1.10		1.53		THR						0.19		232

		234		0.03		0.53		0.46		0.77		0.85		LEU						0.33		233

		235		0.04		0.96		0.62		0.76		0.69		PRO						0.46		234

		236		0.04		1.43		0.83		2.22		2.93		ASN						0.62		235

		237		0.04		1.51		0.80		2.20		2.80		LYS						0.83		236

		238		0.03		1.16		0.60		1.40		1.72		LYS						0.8		237

		239		0.05		0.67		0.36		0.83		0.90		TYR						0.6		238

		240		0.05		0.41		0.26		0.30		0.00		GLY						0.36		239

		241		0.04		0.39		0.31		0.73		0.91		LYS						0.26		240

		242		0.04		0.65		0.41		0.43		0.48		LEU						0.31		241

		243		0.03		0.55		0.56		1.22		1.71		THR		19				0.41		242

		244		0.03		0.87		0.59		0.54		0.00		GLY		20				0.56		243

		245		0.03		0.63		0.57		1.18		1.62		THR		21				0.59		244

		246		0.02		0.58		0.39		0.61		0.89		SER		22				0.57		245

		247		0.01		0.26		0.40		0.40		0.42		MET		23				0.39		246

		248		0.01		0.08		0.54		0.57		0.64		ALA		24				0.4		247

		249		0.01		0.02		0.51		0.53		0.46		ALA		25				0.54		248

		250		0.01		0.15		0.50		0.50		0.38		PRO		26				0.51		249

		251		0.02		0.15		0.66		0.76		0.76		HIS		27				0.5		250

		252		0.02		0.33		0.76		0.86		0.86		VAL		28				0.66		251

		253		0.02		0.27		0.72		1.05		1.31		SER		29				0.76		252

		254		0.04		0.31		0.80		0.87		0.00		GLY		30				0.72		253

		255		0.05		1.02		0.98		1.09		1.15		ALA		31				0.8		254

		256		0.04		0.99		1.05		2.10		2.63		LEU		32				0.98		255

		257		0.04		0.99		1.07		1.14		0.99		ALA		33				1.05		256

		258		0.05		0.55		1.19		1.46		1.57		LEU		34				1.07		257

		259		0.23		1.15		1.22		1.53		1.69		ILE		35				1.19		258

		260		0.71		1.76		1.54		2.65		3.11		LYS		36				1.22		259

		261		0.99		2.53		3.11		3.96		4.84		SER		37				1.54		260

		262		1.12		1.99		5.69		9.64		11.06		TYR		38				3.11		261

		263		0.84		3.17		5.92		8.24		9.68		GLU		39				5.69		262

		264		0.78		2.42		5.38		6.46		7.11		GLU		40				5.92		263

		265		0.77		1.88		6.09		7.11		7.41		GLU		41				5.38		264

		266		0.92		2.23		6.88		7.57		8.95		SER		42				6.09		265

		267		1.12		2.03		7.92		8.79		9.19		PHE		43				6.88		266

		268		0.66		2.69		9.18		11.42		13.11		GLN		44				7.92		267

		269		0.60		1.86		8.78		12.06		13.67		ARG		45				9.18		268

		270		0.45		2.06		5.54		8.01		9.56		LYS		46				8.78		269

		271		0.59		1.92		2.62		3.80		4.82		LEU		47				5.54		270

		272		0.87		1.94		3.43		4.28		5.72		SER		48				2.62		271

		273		0.89		1.95		3.93		6.01		7.29		GLU		49				3.43		272

		274		0.94		2.06		2.30		2.10		2.04		SER		50				3.93		273

		275		0.56		1.62		2.81		5.34		6.64		GLU		51				2.3		274

		276		0.37		2.22		3.87		5.43		6.63		VAL		52				2.81		275

		277		0.82		1.81		3.92		5.62		6.33		PHE		53				3.87		276

		278		0.69		1.56		4.14		4.09		4.17		ALA		54				3.92		277

		279		0.72		1.83		3.54		3.73		3.55		GLN		55				4.14		278

		280		0.95		2.12		4.14		5.35		5.96		LEU		56				3.54		279

		281		0.58		2.05		4.53		5.94		7.02		ILE		57				4.14		280

		282		0.28		2.03		4.95		6.79		7.64		ARG		58				4.53		281

		283		0.51		2.19		5.57		8.96		10.38		ARG		59				4.95		282

		284		0.77		2.18		5.58		6.28		7.21		THR		60				5.57		283

		285		0.94		1.77		7.33		8.80		10.01		LEU		61				5.58		284

		286		0.76		1.93		7.28		7.61		7.92		PRO		62				7.33		285

		287		0.70		1.55		8.52		8.64		8.96		LEU		63				7.28		286

		288		0.66		1.49		8.43		8.98		10.02		ASP		64				8.52		287

		289		0.66		1.48		8.20		8.98		9.82		ILE		65				8.43		288

		290		0.50		1.54		7.76		8.02		8.09		ALA		66				8.2		289

		291		0.86		1.87		8.44		9.03		9.00		LYS		67				7.76		290

		292		0.00		0.00		8.79		9.64		10.49		THR		68				8.44		291
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