MODELIZACION POR HOMOLOGIA

Antes de empezar

El objetivo de este tutorial es proporcionar a los alumnos un esquema basico en la
modelizacién por homologia y la visualizaciéon de las estructuras obtenidas. Es importante
destacar que el proceso descrito a continuacion y las herramientas empleadas son sélo un
ejemplo de entre la gran variedad de metodologias y herramientas que existen en la web.

Introduccion

A la hora de estudiar una proteina, lo que mas nos interesa es su funcién. Actualmente,
sabemos que hay una gran relacion entre la estructura que adopta la proteina y la funciéon
que realiza. Tener la estructura tridimensional (3D) una proteina nos puede ayudar a
averiguar qué aminodcidos contribuyen a su estabilidad, por qué una region estd mas
conservada o menos, qué aminoacidos forman la superficie de la proteina, cuales son los
directamente involucrados en la funcion e incluso los que interaccionan con otra molécula.

El principio que se esconde detrads de la modelizacién por homologia es la suposicion de
que la estructura esta mas conservada que la secuencia. Los dominios funcionales de las
proteinas suelen estar estructuralmente conservados y es, precisamente, esto lo que nos
permite poder modelar una secuencia basandonos en las caracteristicas estructurales de otras
proteinas conocidas, a las que llamaremos templates.

Los pasos para la creacion del modelo son:

Busqueda de los templates

Alineamiento de nuestra secuencia con los templates
Obtencion del modelo

Evaluacion del modelo

1

2.
3.
4,

La Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es la proteina encargada de transportar
el oxigeno a los tejidos. Estd formada por cuatro cadenas: oy, a, (en
rojo) y 2 cadenas f (en azul). A cada una de estas cadenas se une
un grupo hemo, caracterizado por tener un dtomo de hierro capaz
de captar una molécula de oxigeno.

Al estudiar evolutivamente el gen de la Hb, observamos que
por un proceso de duplicacién génica el gen de la Hb dio lugar a la
Hemoglobina o (HBA) y a la Hemoglobina  (HBB). Actualmente,
conocemos la estructura tridimensional de la HBA1 para humano
pero no para chimpancé (Pan troglodites).
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Lo que vamos a hacer en este tutorial es crear la estructura tridimensional de la
hemoglobina o (HBA1) de chimpancé basdndonos en una estructura homodloga conocida, la
humana.

1. Busqueda de los templates

Para crear un modelo lo primero que debemos saber es la secuencia de la proteina que
queremos a modelar y a la que desde ahora Illamaremos target. Uniprot
(http://www.uniprot.org/) es una de las bases de dados de proteinas mds completas que
existen actualmente. Vamos a dirigirnos ahi para extraer la secuencia de nuestra proteina.

Desde el cuadro de biisqueda vamos a especificarle a Uniprot que estamos interesados
en la proteina “HBA1” de chimpancé. Escribe el nombre de la proteina y clica en “Advanced
search” (Figura 1).

UniProt ¢ > UNiProtKB
.8

Search Blast Align Retrieve 1D Mapping *
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtKkB) ¥ |HBA1 | Search | Advanced Search » | Clear

Figura 1: Uniprot

Se nos mostrarda un nuevo cuadro de busqueda. Ahi vamos a especificar que el
organismo que queremos es el chimpancé. En el campo “Field” selecciona “Organism” y en
“Term” escribimos “Chimpanzee”. Finalmente, ejecutamos la busqueda con ‘Add & search”
(Figura 2).


http://www.uniprot.org/
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Search Blast Align Retrieve 1D Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v |HE!A1 Search Clear
Field Term
AND ¥ | Organism [0S] v | [Chimpanzee [9508] | Add & Search ||| Cancel

Figura 2: Busqueda avanzada en UniProt

Verds que con esas especificaciones sélo observamos un resultado, es precisamente el
que queremos. Haz click en el cédigo de la proteina y, automdticamente, te mostrarad todo lo
que sabe Uniprot sobre ella.

Desde el apartado “Sequences” selecciona FASTA. Normalmente vamos a encontrar estas
secuencias en formato FASTA, ya que es el formato mds utilizado por los programas de andlisis
(Figura 3). Copia la secuencia que te muestra en un editor de texto y guardala.

>sp|P21667 |HBB_LEMVA Hemoglobin subunit beta OS=Lemur variegatus GN=HBB PE=1 SV=1
TFLTPEENNHVTSLWGKVNVEKVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSSPDAIMGNPKV
KAHGKKVLTAFSEGLHHLDNLKGTFAQLSELHCDKLHVDPONFKLLGNVLVIVLAHHFGN
DFSPQTQAAFQKVVTGVANALAHKYH

Figura 3: Formato FASTA

Una vez obtenida la secuencia, vamos a buscar los templates. Para poder crear nuestro
modelo tenemos que encontrar proteinas homdlogas a nuestro target, cuya estructura sea
conocida. Para eso vamos a utilizar BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), una aplicacién
web que nos va a ayudar a encontrar secuencias homélogas a nuestro target.

En la pagina web seleccionamos “protein blast” (Figura 4).

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast - ; :
Algorithms: blastn, megablast. discontiguous megablast

Search protein database using a protein query
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

protein blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query
tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

tblastk | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Figura 4: BLASTp


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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A continuacion, pegamos la secuencia que hemos conseguido anteriormente en el
cuadro indicado (Figura 3). Alternativamente, podemos cargar el archivo con la secuencia
desde el botén “choose file”. En “Database” selecciona “Protein Data Bank proteins (pdb)”, en
organism especificamos “human”, ya que sabemos que existen estructuras conocidas para
humano de la HBA1, finalmente, cliclamos en “BLAST”.

blastn | blastp | blastx | tblastn | thlastx |

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &) Clear Query subrange &)

»sp | PES9ET |HBA_PANTR Hemoglobin subunit alpha 0S=Pan troglodytes GN=HBA1

PE=1 Sy=2 From
MVLSPADKTNVEAMWGKY GAHAGEY GAEALERMFLSFPTTETYFPHFDLSHGSAQVKGHG
KEMADAL TNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKELRYDPYNFELLSHCLLVTLAAHLPAEFTP T I—
AVHASLDEFLASVETVLTSKYR e

Or, upload file Choose File | Np file chosen 2]

Job Title 'sp|P63907|HBA_PANTR Hemoglobin subunit alpha...
Enter a descriptive title for your BLAST search &

—! Align two or more sequences &

Choose Search Set

=TT #|| Protein Data Bank proteins(pdi) ¥ |&

Organism - -

Optional ||human (taxid: 9606) — Exclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &

Exclude — Models (XM/XP) - Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Entrez Query |

Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection
Algorithm @ plastp (protein-protein BLAST)
) PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
' PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)

;’h BLﬁS]’ _:q Search database Protein Data Bank proteins(pdb) using Blastp (protein-protein BLAST)
—! Show results in a new window

Lo que va a hacer el programa mientras esperamos es alinear nuestra secuencia contra
todas las secuencias de humano e identificar aquellas que sean homoélogas y que ademas
tengan una estructura conocida y almacenada en PDB.

La pagina de resultados muestra una representacién grafica del alineamiento. Una vez
en la pdgina de resultados, vamos escoger el template que queremos utilizar. No existe una
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regla establecida acerca del nimero de estructuras que debemos utilizar en el modelado.

Utilizar varias estructuras puede ser ventajoso, pero utilizar demasiadas puede causar
problemas.

Para este tutorial, hemos escogido 2DXM como template para nuestro modelo. Vamos a
dirigirnos a PDB (http://www.pdb.org), vamos a buscar esta estructura en la base de datos y a
descargarnos el archivo que nos permitira verla en 3D. La figura 4 muestra como realizar la
descarga de 2DXM desde PDB, selecciona “Download files” y escoge “PDB file”.

=
[E| Display Files =

| Neutron Structure Analysis of Deoxy Human Hemoglobin | ZDXM * pownload Files ~

DOI:10.2210/pdb2 dxm/pdb

FASTA S =]

FDE File (gz)

Primary Citation

Protonation states of buried histidine residues in human deoxyhemoglobin revealed by neutron e R
crystallography. s

f POEMLIXML File (gz)

mmCIF File

mmCIF File (gz)

Chatake, T. 0, Shibayama,N.>, Park,5.Y., Kurihara, K., Tamada, T.~, Tanaka,l .,

W Structure Factor (Text)
Niimura, N. =, Kuroki, R..>, Morimoto, Y./

Journal: (2007) JAm.Chem.Soc. 129: 14840-14841

2. Obtencién del modelo con ModWeb

Llegados a este punto, con nuestro template alineado a la secuencia de interés,
teoricamente deberiamos proceder a la construccion del modelo. Lamentablemente, los
programas que existen para ellos son demasiado sofisticados para verlos en un pequefio
ejemplo como este. Afortunadamente, los creadores de esas complicadas herramientas han
creado herramientas web que nos van a facilitar extremadamente este trabajo.

Este es el caso de ModWeb (http://salilab.org/modweb). Esta herramienta web nos
permitird crear el modelo con sélo indicarle la secuencia de nuestra proteina problema. Asi que
vamos a acceder a su web y a introducir estos datos (figura 5).

Vamos a indicarle algunos detalles de contacto, indica tu nombre y correo electrénico.
No te asustes, no te van a enviar publicidad a tu cuenta de correo, ModWeb tnicamente
utilizara tu correo para avisarte cuando haya acabado de contruir tu modelo.

ModWeb también nos va a pedir una contraseiia “Modeller license key”. En este campo
debemos escribir “MODELIRANJE”. Opcionalmente, podéis dar un nombre a vuestro trabajo en
“Dataset name”. A contuacién, copiamos y pegamos la secuencia de la proteina de chimpancé y

seleccionamos “Very fast” en “Other options”. Lanzamos el trabajo con “Calculate models” y a
esperar.


http://salilab.org/modweb
http://www.pdb.org/
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Welcome to the new ModWeb (cld version)

General information g Calculate Models Reset
Name fmana |

Email address "mmeda@.cipf_es I

Modeller license key "........... |

(Not necessary for ModBase

updates)

Dataset name (optional) Ihbﬂl I

Availability g  Add to academic dataset

Input data g

Input protein sequences g >5p |PE9987 |HBA_PANTR Hemoglobin subunit alpha 0S5=Pan

troglodytes GN=HBAl1 PE=1 Sv=2

MVLSPADKTNVEAAWGKYVGAHAGEY GAEALERMFLSFPTTEKTYFPHFDLSHGSAQVKGHG
KKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVYNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTP
AVHASLDEKFLASVSTVLTSKYR

or upload sequences file g c e File | No file chosen

(FASTA Format)

Calculate Models Reset
Model selection criteria v Best scoring model Ll Longest well scaring model
Other options g \ery Fast ¥ ¥ Upload models to ModBase

Seleccionando la opcidn “Very fast”, la obtencién del resultado puede tardar al rededor
de unos 30-45 minutos.

Podéis encontrar el resultado aqui: http:/modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/model details.cgi?

queryfile=1315557630 3892&searchmode=default&displaymode=moddetail&seq id=6077c452d1dc6151040b2b179e2294
c’MVLSSKYR

id Target Region 2-142 Cuando haya acabado, ves a la pagina de
T e resultados, echa un vistazo a lo que ModWeb ha
it e = hecho. {Crees que es un buen alineamiento?

[ Template Region 143-283

[ sequence identity 100.00%

ﬂ E-Walue a

i GA3al 1.00

[ mros 224518

ﬂ Zz-DOPE -1.6

ﬂ TsVMod Method MTALL

ﬂ TSVMod RMED 0491

ﬂ TSVMod NO35 1L

[ Dataset mw-hbal_cefire

[ ModPipe Version SWMNr1340:1348M

| Model Date 2011-09-04


http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/model_details.cgi?queryfile=1315557630_3892&searchmode=default&displaymode=moddetail&seq_id=6077c452d1dc6151040b2b179e2294c7MVLSSKYR
http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/model_details.cgi?queryfile=1315557630_3892&searchmode=default&displaymode=moddetail&seq_id=6077c452d1dc6151040b2b179e2294c7MVLSSKYR
http://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-cgi/model_details.cgi?queryfile=1315557630_3892&searchmode=default&displaymode=moddetail&seq_id=6077c452d1dc6151040b2b179e2294c7MVLSSKYR
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Desde la pagina de resultados, descargate el modelo en formato “pdb”, para ello, en
“Perform action on this model” selecciona “Coordinate File”. Te redirigira a una nueva pagina.
Seleccidnalo todo y guardalo en un archivo de texto.

Perform action on this model§] -
Coordinate File ¥

Quality criteria indicate whether the model is considered
reliable [green) or unreliable (red).

| Target Region 2-142
| Protein Length 142
id Template PDE Code 2ra04

B Trmnml nden Damime 1.141

3. Visualizacion y superposicion del template y el modelo con PyMOL

Una vez descargado el modelo generado por ModWeb, vamos a visualizar, por fin, qué

aspecto tiene nuestra secuencia en 3D. Para ello, vamos a utilizar PyMOL, un visualizador
molecular.

Desde el ment superior de Ubuntu, selecciona: “Applications” > “Science” > “PyMOL
Molecular Graphics System”. Veras que se abre el visualizador. Vamos a visualizar, en primer
lugar, nuestro el modelo que hemos descargado para humano, para eso, desde PyMOL
seleccionamos “File” > “Open...” e indicamos el archivo “2DXM.pdb”.

Vamos a jugar con ella...
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