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Introduzione:

Esistono fondamentalmente tre metodi per la predizione della struttura tridimensionale delle proteine: il riconoscimento del fold, la predizione ad inizio, e la modellizzazione comparativa per omologia.

Con lo sviluppo di tecniche in biologia molecolare che permettono l'identificazione, l'isolamento ed l’ordinamento dei geni, possiamo identificare le sequenze di molte proteine. Tuttavia, ottenere le strutture tridimensionali di queste proteine è ancora un'operazione che richiede molto tempo.

Un obiettivo importante di biologia strutturale è predirne quindi la struttura tridimensionale a partire dalla sequenza, un obiettivo che ancora non è stato compiutamente realizzato. 

Un metodo che può essere applicato per generare dei modelli ragionevoli delle strutture della proteina è l’homology modeling. Questa procedura sviluppa un modello tridimensionale da una sequenza della proteina basata sulle strutture di proteine omologhe. 

E’ fondamentale tener presente che l'omologia necessariamente non implica la somiglianza. L'omologia ha una definizione ben precisa: avere un'origine evolutiva comune. Quindi, essa è una descrizione qualitativa, non quantitativa, della natura del rapporto fra due o più cose e non può essere parziale: o c’è un rapporto evolutivo o non c’è.

Un'osservazione di grande importanza nella modellistica per omologia è quella che un insieme di proteine che sono supposte omologhe, presentano strutture tridimensionali conservate in misura maggiore rispetto alle loro strutture primarie. Questa osservazione è stata usata per generare i modelli di proteine omologhe ma con le somiglianze molto basse di sequenza. Quindi, su queste basi in homology modeling, si cercano di sviluppare dei modelli per proteine che  avranno una certa misura di somiglianza di sequenza, contando sulla conservazione delle strutture 3D fra gli omologhi come guida.

Nella maggior parte dei casi, due proteine che mostrano una identità di sequenza superiore al 30 % conservano una similarità di struttura tale da permettere di utilizzarne una per costruire il modello dell’altra.

Inoltre vi è da tenere presente che per proteine omofunzionali, le regioni funzionalmente più importanti sono di gran lunga più conservate, sia in sequenza, sia in struttura. 

Procedura fondamentale:

I passi necessari per generare un modello omologo sono i seguenti: 

1. Si identificano le proteine a struttura nota, omologhe, e se ne determinano i limiti di somiglianza di sequenza tra loro e la proteina sconosciuta. 

2. Si allineano le sequenze. 

3. Si identificano le regioni strutturalmente conservate e strutturalmente variabili.

4. Vengono generate le coordinate per i residui fondamentali della struttura sconosciuta a partire dalle strutture degli omologhi noti.

5. Si modellano le regioni strutturalmente variabili (loops) che connettono le regioni di struttura secondaria conservata.

6. Si costruiscono le conformazioni delle catene laterali. Per far ciò si utilizzano spesso librerie di rotameri, che suggeriscono gli angoli di torsione più probabili

7. Si raffina e si valuta la struttura creata.

Identificazione degli omologhi

Esistono parecchi metodi automatizzati per aiutare nella ricerca degli omologhi. Nella maggior parte dei casi si ha a disposizione la sequenza della proteina per cui desideriamo modellare la struttura tridimensionale. Vengono quindi applicati metodi di ricerca di sequenza per identificare le proteine con cui lo sconosciuto ha un certo grado di somiglianza di sequenza e per le quali sono disponibili le strutture tridimensionali. Nel migliore dei casi, la proteina avrà parecchi omologhi con cui sviluppare un modello di omologia, ma la modellistica può essere fatta anche  con soltanto una struttura conosciuta. Il confronto di sequenza inoltre è applicato quando si cerca di identificare le proprietà e le funzioni possibili di una proteina atipica per cui la sequenza è stata dedotta da una sequenza del DNA. Se ne possono cercare i motivi che distinguono una famiglia della proteina, quali sono i residui critici.

 
Ricerca degli omologhi remoti:

In alcuni casi una ricerca nelle banche dati strutturali permette di identificare proteine dalla struttura tridimensionale nota molto simile. Poiché usualmente le componenti strutturali si conservano in misura più grande che le sequenze, questo tipo di approccio permette di identificare gli omologhi con bassissima somiglianza di sequenza. Essi sono gli omologhi remoti.

Allineamento di sequenza:
Un punto critico nello sviluppo del modello è l'allineamento della sequenza sconosciuta con gli omologhi. 

Molti metodi sono disponibili. Gli allineamenti di sequenza sono basati generalmente sulla procedura di programmazione dinamica di Needleman e di Wunsch. I metodi correnti includono FASTA, Smith-Waterman e BLASTP, con l'ultimo metodo che differisce dai primi due nel non permettere l’inserimento di gap.

Un aspetto finale dell’allineamento di sequenze è la valutazione dell’accuratezza dell’allineamento. Il miglior modo per verificare la cosa è confrontare gli allineamenti ricavati da comparazioni di sequenze, con allinenamenti generati da strutture tridimensionali (naturalmente quando la cosa risulta possibile, ovvero quando si hanno a disposizione per la famiglia di proteine almeno due membri di cui è nota la struttura 3D). L'allineamento basato sulla sovrapposizione delle strutture tridimensionali degli omologhi può essere esteso fino la struttura sconosciuta, usando delle procedure di previsione della struttura della proteina per identificare gli elementi strutturali secondari possibili. 

Identificazione delle regioni strutturalmente conservate e strutturalmente variabili:

Dopo aver allineato le strutture note, vengono esaminate le regioni strutturalmente conservate (SCR), e da esse si costruisce una struttura media. 

Per quanto riguarda regioni variabili (VRs), nelle quali ognuna delle strutture note può differire nella conformazione, anch’esse devono essere identificate, in modo da poter applicarvi tecniche speciali per modellarvi la struttura 3D. 

· Quando è disponibile soltanto una struttura conosciuta, risulta complesso identificare la SCRs. Basandoci sulle analisi di altri omologhi noti, sappiamo che gli SCRs corrispondono generalmente a elementi della struttura secondaria, come le alfa-eliche e beta-sheets, ed a siti di binding substrato-legante. E quindi venfono usati questi. 
· Nelle VRs solitamente i software formano loop dove la catena principale gira. 
· Una volta che le strutture conosciute sono state allineate e gli SCRs sono stati identificati, viene allineata la sequenza sconosciuta. Per far ciò vengono tenuti in considerazione vari fattori, come per esempio tecniche di allineamento multiplo. Esistono 4 metodi di scoring distinti:

1. Il sistema di scoring è lo stesso dell’allineamento Needleman-Wunsch. 
2. Il sistema di scoring  è basato sulla probabilità di sostituzione di una struttura secondaria con una di un altro tipo. Questo metodo ha alla base il calcolo dei legami idrogeno e le possiibli torsioni della catena principale
3. Il sistema di scoring si fonda sull’omologia dell’accessibilità dei residui allineati. 
4. Questo metodo si serve dell’omologia tra distanze interatomiche CA-CA . 
Generazione delle coordinate della struttura sconosciuta:

Nello gemerare le coordinate della struttura ignota, occorre modellare gli atomi della catena principale e gli atomi della catena laterale, sia SCRs che VRs. 

Le coordinate delle catene laterali sono copiate dalle strutture omologhe se il residuo sconosciuto è identico o molto simile. Per le altre zone si può ricorrere a librerie di rotameri, con un approccio sistematico che permette di esplorare le possibili conformazioni dell’area di interesse.

Per le aree VRs, quando non siamo in grado di identificare un buon  modello per i loop tra le strutture conosciute, si può pensare di fare una ricerca tra i database di frammenti in altre proteine. I frammenti sono scelti per la loro capacità di accordarsi alla regione indefinita senza generare “cattivi contatti” con altri atomi.

La struttura può quindi essere sottoposta alla ricerca della sua conformazione a minima energia. 

Esperimento di homology modeling:

Conduciamo un esperimento cercando di ricavare la struttura della lipasi della pseudomonas fragi.

Una veloce ricerca mi identifica il codice Swiss-prot sotto riportato:

	General information about the entry


	

	Entry name
Q9EV86
Entered in TrEMBL in
Release 16, March 2001
Sequence was last modified in
Release 16, March 2001
Annotations were last modified in   
Release 24, June 2003
Name and origin of the protein
Protein name
Lipase
Synonym
EC 3.1.1.3 
Gene name
LIPS
From
Pseudomonas fragi
 [TaxID: 296]



Che non presenta nella banca data PDB una sua struttura cristallizzata. Il formato FASTA della sequenza risulta essere:

>tr|Q9EV86 Lipase (EC 3.1.1.3) - Pseudomonas fragi.

MDDSVNTRYPILLVHGLFGFDRIGSHHYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNEARGDQ

LLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGSELADRLR

LAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSGHPRLPQNALNALNALTTDGVAAFNRQYPQGL

PDRWGGMGPAQVNAVHYYSWSGIIKGSRLAESLNLLDPLHNALRVFDSFFTRETRENDGM

VGRFSSHLGQVIRSDYPLDHLDTINHMARGSRRRINPVELYIEHAKRLKEAGL.

Esistono più di un server in rete che fornisce il medesimo servizio; tra questi citiamo:

· SWISS-MODEL, disponibile attraverso Glaxo Wellcome Experimental Research in Ginevra. 
· WHAT IF, disponibile sul server EMBL, e che include 3 componenti: la generazione del modello omologo, la valutazione della qualità del modello generato, la valutazione dei modelli delle proteine per le quali la struttura è già nota.
· SDSC1, disponibile sull’ homology modeling server presso il San Diego Supercomputer Center, USA
Tra questi il più importante è certamente Swiss-Model, di cui approfondiremo di seguito il funzionamento: 
Come funziona Swiss-Model:

	Steps
	1
Search for suitable templates
	2
Check sequence identity with target
	3
Create ProModII jobs
	4
Generate models with ProModII
	5
Energy minimisation with Gromos96

	  
	First Approach Mode (regular)

	  
	First Approach Mode (with user-defined templates)

	  
	  
	Optimise Mode
	




	Step 
	Program/Method 
	Database 
	Action 

	1 
	BLASTP2 
	ExNRL-3D 
	Will find all similarities of target sequence with sequences of known structure. 

	2 
	SIM 
	- 
	Will select all templates with sequence identities above 25% and projected model size larger than 20 residues. Furthermore, this step will detect domains which can be modelled based on unrelated templates 

	3 
	- 
	- 
	Generate ProModII input files 

	4 
	ProModII 
	ExPDB 
	Generate all models 

	5 
	Gromos96 
	- 
	Energy minimsation of all models 


Inanzittutto occorre sottoporre la sequenza in formato FASTA al server. Esso cercherà di modellizzare la molecola e in caso di successo invierà direttamente nella casella elettronica dell’utente tutti i dati relativi alla configurazione e un allegato visibile con software grafici come RASMOL, o SPDB-viewer.

Informazioni sulla sequenza e gli omologhi usati:

· Il server identifica 16 sequenze di cui si conoscono le strutture tridimensionali, per ognuna calcola uno score e la percentuale di identità. Come sotto riportato:

AlignMaster output

============================================================

Length of target sequence: 293 residues

Searching sequences of known 3D structures

Found 1ex9A.pdb with P(N)=2e-56

Found 2lip_.pdb with P(N)=6e-42

Found 4lipD.pdb with P(N)=6e-42

Found 1oilA.pdb with P(N)=6e-42

Found 4lipE.pdb with P(N)=6e-42

Found 1oilB.pdb with P(N)=6e-42

Found 5lip_.pdb with P(N)=6e-42

Found 1hqdA.pdb with P(N)=6e-42

Found 3lip_.pdb with P(N)=6e-42

Found 1cvl_.pdb with P(N)=7e-39

Found 1tahA.pdb with P(N)=2e-38

Found 1tahC.pdb with P(N)=2e-38

Found 1tahB.pdb with P(N)=2e-38

Found 1tahD.pdb with P(N)=2e-38

Found 1qgeD.pdb with P(N)=2e-29

Found 1qgeE.pdb with P(N)=8e-06

Extracting template sequences

Running pair-wise alignments with target sequence

Sequence identity of templates with target:

1ex9A.pdb: 42.68 % identity

2lip_.pdb: 46.28 % identity

4lipD.pdb: 46.28 % identity

1oilA.pdb: 46.28 % identity

4lipE.pdb: 46.28 % identity

1oilB.pdb: 46.28 % identity

5lip_.pdb: 46.28 % identity

1hqdA.pdb: 46.28 % identity

3lip_.pdb: 46.28 % identity

1cvl_.pdb: 40.82 % identity

1tahA.pdb: 40.82 % identity

1tahC.pdb: 40.82 % identity

1tahB.pdb: 40.82 % identity

1tahD.pdb: 40.82 % identity

1qgeD.pdb: 40.82 % identity

1qgeE.pdb: 37.15 % identity

· Per le medesime sequenze viene riportato uno pseudo-allineamento grafico:

Looking for template groups

Global alignment overview:

Taget Sequence:
|==========================================================|

1ex9A.pdb

| ---------------------------------------------------------

2lip_.pdb

|-----------------------------------                       

4lipD.pdb

|-----------------------------------                       

1oilA.pdb

|-----------------------------------                       

4lipE.pdb

|-----------------------------------                       

1oilB.pdb

|-----------------------------------                       

5lip_.pdb

|-----------------------------------                       

1hqdA.pdb

|-----------------------------------                       

3lip_.pdb

|-----------------------------------                       

1cvl_.pdb

|-----------------------------------                       

1tahA.pdb

|-----------------------------------                       

1tahC.pdb

|-----------------------------------                       

1tahB.pdb

|-----------------------------------                       

1tahD.pdb

|-----------------------------------                       

1qgeD.pdb

|-----------------------------------                       

1qgeE.pdb

|                                             ------------

· Il software AlignMaster individua una sola regione da modellare separatamente:

AlignMaster found 1 regions to model separately:


1: Using template(s)   1cvl_.pdb 1ex9A.pdb 1hqdA.pdb 1oilA.pdb 1oilB.pdb 1qgeD.pdb 1qgeE.pdb 1tahA.pdb 1tahB.pdb 1tahC.pdb 1tahD.pdb 2lip_.pdb 3lip_.pdb 4lipD.pdb 4lipE.pdb 5lip_.pdb

Creating Batch files for ProMod (if any):


Batch.1: residues 1 - 293 of submitted sequence.

Exiting AlignMaster

· Infine sotto viene riportato come si sviluppa l’algoritmo implementato da ProModII nella creazione dei template e delle successive operazioni in precedenza descritte:

ProModII trace log for Batch.1

============================================================

ProModII: 3.70 (SP3)

ProModII: Loading Template: 1ex9A.pdb

ProModII: Loading Template: 2lip_.pdb

ProModII: 2lip_.pdb : some sidechain atoms are missing --> reconstructing them

ProModII: Loading Template: 4lipD.pdb

ProModII: Loading Template: 1oilA.pdb

ProModII: Loading Template: 4lipE.pdb

ProModII: Loading Raw Sequence

ProModII: Iterative Template Fitting

ProModII: Iterative Template Fitting

ProModII: Iterative Template Fitting

ProModII: Iterative Template Fitting

ProModII: Generating Structural Alignment

ProModII: Aligning Raw Sequence

ProModII: Refining Raw Sequence Alignment

ProModII: ProModII: doing complex assignment of backbone

ProModII: N-terminal overhang trimmed for chain ' '. Start at residue: 2

ProModII: ProModII: adding blocking groups

ProModII: Weighting Backbones

ProModII: Averaging Sidechains

ProModII: Adding Missing Sidechains

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue ARG 22

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue ILE 23

ProModII: connectivity problem (C-N > 3.0A) at residue: 26

ProModII: Trying Ligating with anchor residues GLY 24 and HIS 27

ProModII:  Number of Ligations found: 7

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues ILE 23 and HIS 27

ProModII:  Number of Ligations found: 92

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues ILE 23 and TYR 28

ProModII:  Number of Ligations found: 500

ProModII: ACCEPTING loop  178: clash=   0 FF=       1421.5 PP=  1.00

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue LEU 180

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue TRP 184

ProModII: Trying Ligating with anchor residues VAL 192 and VAL 195

ProModII:  Number of Ligations found: 1

ProModII: ACCEPTING loop    0: clash=   0 FF=       1262.4 PP= -2.00

ProModII: connectivity problem (C-N > 3.0A) at residue: 207

ProModII: Trying Ligating with anchor residues GLY 206 and LEU 209

ProModII: Trying Ligating with anchor residues LYS 205 and LEU 209

ProModII: Trying Ligating with anchor residues LYS 205 and ALA 210

ProModII: Trying Ligating with anchor residues ILE 204 and ALA 210

ProModII:  Number of Ligations found: 66

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues ILE 203 and ALA 210

ProModII:  Number of Ligations found: 500

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues GLY 202 and ALA 210

ProModII:  Number of Ligations found: 500

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues SER 201 and ALA 210

ProModII:  Number of Ligations found: 15

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues SER 201 and GLU 211

ProModII:  Number of Ligations found: 25

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII:  +++ Warning: Ligation Failed, SparePart will be inserted later 

ProModII:  +++          It is usually the sign that the region is misaligned.

ProModII: connectivity problem (C-N > 3.0A) at residue: 228

ProModII: Trying Ligating with anchor residues PHE 226 and PHE 229

ProModII:  Number of Ligations found: 6

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues VAL 225 and PHE 229

ProModII: Trying Ligating with anchor residues VAL 225 and PHE 230

ProModII:  Number of Ligations found: 39

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues ARG 224 and PHE 230

ProModII:  Number of Ligations found: 475

ProModII: ACCEPTING loop   24: clash=   0 FF=        -74.8 PP=  2.00

ProModII: connectivity problem (C-N > 3.0A) at residue: 250

ProModII: Trying Ligating with anchor residues LEU 248 and VAL 251

ProModII:  Number of Ligations found: 1

ProModII: all loops are bad; continuing CSP with larger segment

ProModII: Trying Ligating with anchor residues HIS 247 and VAL 251

ProModII:  Number of Ligations found: 9

ProModII: ACCEPTING loop    4: clash=   0 FF=         23.0 PP=  0.00

ProModII: Finding Spare-Part loop with anchor residues SER 201 and SER 212

ProModII: Finding Spare-Part loop with anchor residues TRP 200 and SER 212

ProModII: ACCEPTING loop   4 from 1OMP_  Clash=   4 FF=        499.4 PP=104.90

ProModII: BadPhi=   0 BadGX=   0 BadXP=   0 weakXP=   0 Score= 6.00  rms= 0.00

ProModII: Optimizing Sidechains

ProModII: Dumping Preliminary Model

ProModII: Adding Hydrogens

ProModII: Optimizing loops and OXT (nb = 19)

ProModII: Final Total Energy:       -1517.757 KJ/mol

ProModII: Removing Hydrogens

ProModII: Fixing Atom Nomenclature

ProModII: Dumping Sequence Alignment

Analisi dei risultati e confronto con i modelli forniti dagli altri server:

Trasferiamo quindi il modello generato in formato pdb, su di un software di visualizzazione come spdb-viewer. 
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Come si vede nella tabella sopra proposta il modello Target è stato costruito sulla base di 5 layers. Alcuni utilizzati per modellizzare le strutture ad alfa-elica e beta-foglietto, altre per ricostruire le differenze a livello dei coils. Mediante lo studio due a due dei vari layers, e il corrispondente allineamento di sequenza, è possibile identificare quale siano le componenti comuni e quelle fornite da l’uno o da l’altro.
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Swiss-Model

Protein predict:

Può essere interessante anche ossercare i vari step di calcolo che un server come “Protein predict”  effettua. Esso fornisce una serie di informazioni molto utili sulla costruzione del modello. 

Inizialmente accede a Prosite per individuare i pattern relativi alla sequenza target. 

Pattern-ID: PKC_PHOSPHO_SITE PS00005 PDOC00005
Pattern-DE: Protein kinase C phosphorylation site

Pattern:    [ST].[RK]

   88       TAR

   271      SRR

Pattern-ID: MYRISTYL PS00008 PDOC00008
Pattern-DE: N-myristoylation site

Pattern:    G[^EDRKHPFYW].{2}[STAGCN][^P]

   31       GIKQAL

   85       GALTAR

   112      GSELAD

   186      GMGPAQ

   202      GIIKGS

Pattern-ID: RGD PS00016 PDOC00016
Pattern-DE: Cell attachment sequence

Pattern:    RGD

   57       RGD

Pattern-ID: LIPASE_SER PS00120 PDOC00110
Pattern-DE: Lipases, serine active site

Pattern:    [LIV].[LIVFY][LIVMST]G[HYWV]S.G[GSTAC]

   77       VNLIGHSQGA

PSI-BLAST alignment header

--- SEQLENGTH    : 293

ID                          LSEQ2  IDE  SIM LALI LGAP BSCORE BEXPECT OMIM    PROTEIN                  

trembl|Q9EV86|Q9EV86          
293   96   96  293    0    387   e-106         Lipase (EC 3.1.1.3).     

swiss|P15493|LIP_VIBCH        
312   45   57  283   10    384   e-105         Lactonizing lipase precur

trembl|Q87QG8|Q87QG8        
309   44   57  282   11    370   e-101         Lactonizing lipase.      

trembl|Q8DA61|Q8DA61         
302   44   56  283   10    369   e-101         Lactonizing lipase.      

trembl|Q8RKT7|Q8RKT7         
311   41   55  282   12    362   5e-99         LipA (EC 3.1.1.3).       

trembl|O68310|O68310          
296   47   60  292    5    361   1e-98         Lipase (EC 3.1.1.3).     

[...CUT…]

swiss|Q9Y875|MET2_EMENI    489   11   44   41    1     36    0.87         Homoserine O-acetyltransf

swiss|Q9WVG5|LIPE_MOUSE   500   21   34   93   17     36    0.87         Endothelial lipase precur

swiss|Q03133|ERY3_SACER     3172   23   29   92   10     36    0.87         Erythronolide synthase, m

swiss|Q9Y7G8|CUTI_PYRBR    
203   16   32  106   13     36    0.87         Cutinase precursor (EC 3.

pdb|pdb|1mo2_A                
251   23   29   92   10     36    0.87                                  

pdb|pdb|1kez_A                
267   23   29   92   10     36    0.87         TRANSFERASE              

---

MAXHOM alignment header

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

--- MAXHOM multiple sequence alignment

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

ID        

 STRID  IDE WSIM LALI NGAP LGAP LSEQ2 ACCNUM NAME                     

lip_psefr      
100  100  271    0    0   277 P08658 LIPASE PRECURSOR (EC 3.1.

lip_vibch          
49   62  283    3   10   312 P15493 LACTONIZING LIPASE PRECUR

lip_pseae          
46   59  280    4    9   311 P26876 LACTONIZING LIPASE PRECUR

lip_psesp          
46   59  280    4    9   311 P26877 LACTONIZING LIPASE PRECUR

lip_pses5          
39   50  289    8   33   364 P25275 LIPASE PRECURSOR (EC 3.1.

lip_burce  3LIP    
39   49  284    8   33   364 P22088 LIPASE PRECURSOR (EC 3.1.

lip_psegl  1TAH    
38   50  289    8   32   358 Q05489 LIPASE PRECURSOR (EC 3.1.

MAXHOM alignment

Identities computed with respect to: (1) predict_h1870

Colored by: consensus/70% and property
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1 predict_h1870  100.0%     MDDSVNTRYPILLVHGLFGFDRIGSHHYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNEARGDQLLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGSELADRLRLAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSGHPRLPQNALNALNALTTDGVAAFNRQYPQGLPDRWGGMGPAQVNAVHYYSWSGIIKGSRLAESLNLLDPLHNALRVFDSFFTRETRENDGMVGRFSSHLGQVIRSDYPLDHLDTINHMARGSRRRINPVELYIEHAKRLKEAGL    

2 lip_psefr      100.0%     MDDSVNTRYPILLVHGLFGFDRIGSHHYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNEARGDQLLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGSELADRLRLAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSGHPRLPQNALNALNALTTDGVAAFNRQYPQGLPDRWGGMGPAQVNAVHYYSWSGIIKGSRLAESLNLLDPLHNALRVFDSFFTRETRENDGMVGRFSSHLGQVIRSDYPLDHLDTINHMARGS----------------------    

3 lip_vibch       47.6%     -QGYTQTRYPIVLVHGLFGFDTLAGMDYFHGIPQSLTRDGAQVYVAQVSATNSSERRGEQLLAQVESLLAVTGAKKVNLIGHSHGGPTIRYVASVRPDLVASVTSIGGVHKGSAVADLVRGVIPSGSVSEQVAVGLTQGLVALIDLLSGGKAHPQDPLASLAALTTEGSLKFNQYYPEGVPTSACGEGAYQVNGVRYYSWSGA------ATVTNILDPSDVAMGLIGLVFNEP---NDGLVATCSTHLGKVIRDDYRMNHLDEINGLLghSLFETDPVTLYRQHANRLKQAGL    

4 lip_pseae       45.1%     -----QTKYPIVLAHGMLGFDNILGVDYWFGIPSALRRDGAQVYVTEVSQLDTSEVRGEQLLQQVEEIVALSGQPKVNLIGHSHGGPTIRYVAAVRPDLIASATSVGAPHKGSDTADFLR-QIPPGSAGEAVLSGLVNSLGALISFLSSGSTGTQNSLGSLESLNSEGAARFNAKYPQGIPTSACGEGAYKVNGVSYYSWSGS------SPLTNFLDPSDAFLGASSLTFKNGT-ANDGLVGTCSSHLGMVIRDNYRMNHLDEVNQVFgtSLFETSPVSVYRQHANRLKNASL    

5 lip_psesp       44.4%     -----QTKYPIVLAHGMLGFDNILGVDYWFGIPSALRRDGAQVYVTEVSQLDTSEVRGEQLLQQVEEIVALSGQPKVNLIGHSHGGPTIRYVAAVRPDLMPSATSVGAPHKGSDTADFLR-QIPPGSAGEAVLSGLVNSLGALISFLSSGSAGTQNSLGSLESLNSEGAARFNAKYPQGIPTSACGEGAYKVNGVSYYSWSGS------SPLTNFLDPSDAFLGASSLTFKNGT-ANDGLVGTCSSHLGMVIRDNYRMNHLDEVNQVFgtSLFETSPVSVYRQHANRLKNASL    

6 lip_pses5       38.0%     -DGYAATRYPIILVHGLSGTDKYAGveYWYGIQEDLQQNGATVYVANLSGFQsaNGRGEQLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHSQGGLTSRYVAAVAPDLVASVTTIGTPHRGSEFADFVqlAYDPTGLSSSVIAAFVNVFGILTSSSHNTN---QDALAALQTLTTARAATYNQNYPSAGLGApaPTETVGGNTHLLYSWAGTAIQPtlVDLANVLDPSTLALFGTGtmINRGSGQNDGLVSKCSALYGKVLSTSYKWNHLDEINQLLGVRGAyeDPVAVIRTHANRLKLAGV    

7 lip_burce       37.6%     ------TRYPIILVHGLSGTDKYAGveYWYGIQEDLQQNGATVYVANLSGFQspNGRGEQLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHSQGGLSSRYVAAVAPDLVASVTTIGTPHRGSEFADFVqlAYDPTGLSSSVIAAFVNVFGILTSSSHNTN---QDALAALQTLTTARAATYNQNYPSAGLGApaPTETVGGNTHLLYSWAGTAIQPtlVDPANVLDLSTLALFGTGtmINRGSGQNDGLVSKCSALYGKVLSTSYKWNHLDEINQLLGVRGAyeDPVAVIRTHANRLKLAGV    

8 lip_psegl       38.0%     -DTYAATRYPVILVHGLAGTDKFANvdYWYGIQSDLQSHGAKVYVANLSGFQspNGRGEQLLAYVKQVLAATGATKVNLIGHSQGGLTSRYVAAVAPQLVASVTTIGTPHRGSEFADFVQDVldPTGLSSTVIAAFVNVFGTLVSSSHNT---DQDALAALRTLTTAQTATYNRNFPSAGLGApaATETVGGSQHLLYSWGGTAisTGTLDVANVTDPSTLALLATGamINRASGQNDGLVSRCSSLFGQVISTSYHWNHLDEINQLLGVRGAneDPVAVIRTHVNRLKLQGV    

  consensus/100%            ......T+YPllLsHGh.GhDphhshcYaaGI.psLpppGApVaVs.lSthpssphRG-QLLt.lcplht.sGt.+VNLlGHSpGu.o.RYVAultPpLhsSsTolussp+GSthADhlp..hsssthuptVhsuhspshshhhs..pst....QssLsuLtsLsottshtaNt.aPpuh.st.ss.tshtssth.hYSWuG..........hNhhD..p.hhhh.s.hhpp....NDGhVuphSshhG.VlpssY.hsHLDplNthhthp......................    

  consensus/90%             ......T+YPllLsHGh.GhDphhshcYaaGI.psLpppGApVaVs.lSthpssphRG-QLLt.lcplht.sGt.+VNLlGHSpGu.o.RYVAultPpLhsSsTolussp+GSthADhlp..hsssthuptVhsuhspshshhhs..pst....QssLsuLtsLsottshtaNt.aPpuh.st.ss.tshtssth.hYSWuG..........hNhhD..p.hhhh.s.hhpp....NDGhVuphSshhG.VlpssY.hsHLDplNthhthp......................    

  consensus/80%             .....tT+YPIlLsHGh.GhDphhuhcYaaGI.psLppsGApVaVs.lSthpsspsRG-QLLt.lcplht.sGt.+VNLlGHSpGu.T.RYVAAltP-LlASsTolusPp+GS-hADhlp..hsPsthupsVhuuhssshuhhhS..pst....QsuLsuLpsLsottsAtaNtpYPpuh.st.ss.tshtsNsh.hYSWuG.......s..hNhLDP.p.hLhs.s.hhppto.tNDGhVuphSuhhG.VlpssY.hsHLDplNphhtsphh..sPVtlhhpHspRLK.tul    

  consensus/70%              ....tTRYPIlLVHGLhGhDphuuh-YaaGI.psLppsGApVYVsplSuhpospsRGEQLLt.VcpllAhoGApKVNLIGHSpGG.T.RYVAAVtP-LlASVTolGsPH+GS-hADhlp.shsPsulupsVhuuhssshusLlS..psss..sQsuLuuLpsLTTttsApaNppYPpuh.sussuptshtsNshhhYSWuGs......ss.sNlLDPSshALhshuhhhscso.tNDGLVupCSohhGpVIpssY+hNHLDEINplhGsphh.psPVslhRpHANRLK.Aul    


PHD predictions

· PHDhtm summary 

· NHTM=1
PHDhtm detected 1 membrane helix for the best model.The second best model contained 0 helix. 

· TOP=unk
PHDhtm predicted the topology unk, i.e. the first loop region is unk (Note: this prediction may be problematic when the sequence you sent starts or ends with a region predicted in a membrane helix!) 

· Reliability of best model=0 (0 is low, 9 is high) 

· Zscore for best model=0.000 

· Difference of positive charges (K+R) inside - outside=0.000 (the higher the value, the more reliable) 

· Reliability of topology prediction =0 (0 is low, 9 is high) 

· Details of the strength of each predicted membrane helix:
(sorted by strength, strongest first)

	N HTM 
	Total score 
	Best HTM 
	c-N

	1 
	0.9668 
	0.0000 
	0 - 0


· Overview over transmembrane segments:

	Positions 
	Segments 
	Explain

	1- 1 
	i1 
	inside region 1

	2- 293 
	?1 
	?=error 1


· Residue composition for your protein: 

	%A: 10.6 
	%C: 0.3 
	%D: 4.8 
	%E: 3.8 
	%F: 4.1

	%G: 8.9 
	%H: 4.8 
	%I: 5.1 
	%K: 1.7 
	%L: 11.6

	%M: 1.4 
	%N: 5.8 
	%P: 4.4 
	%Q: 3.8 
	%R: 8.2

	%S: 7.5 
	%T: 3.8 
	%V: 6.1 
	%W: 0.7 
	%Y: 2.7


PHD results 
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5....,....6....,....7....,....8....,....9....,....10...,....11...,....12...,....13...,....14...,....15...,....16...,....17...,....18...,....19...,....20...,....21...,....22...,....23...,....24...,....25...,....26...,....27...,....28...,....29...,....30

AA         MDDSVNTRYPILLVHGLFGFDRIGSHHYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNEARGDQLLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGSELADRLRLAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSGHPRLPQNALNALNALTTDGVAAFNRQYPQGLPDRWGGMGPAQVNAVHYYSWSGIIKGSRLAESLNLLDPLHNALRVFDSFFTRETRENDGMVGRFSSHLGQVIRSDYPLDHLDTINHMARGSRRRINPVELYIEHAKRLKEAGL

PHD_htm                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

PiMohtm    i????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????

· PROFsec summary overall your protein can be classified as:
mixed given the following classes:

· 'all-alpha': %H > 45% AND %E < 5% 

· 'all-beta': %H < 5% AND %E > 45% 

· 'alpha-beta': %H > 30% AND %E > 20% 

· 'mixed': all others 

· Predicted secondary structure composition for your protein: 

	Sec str type
	H
	E
	L

	% in protein
	40.27
	12.63
	47.10


· Predicted solvent accessibility composition (core/surface ratio) for your protein:
Classes used: 

· e: residues exposed with more than 16% of their surface 

· b: all other residues. 

	accessib type
	b
	e

	% in protein
	46.08
	53.92


· Residue composition for your protein: 

	%A: 10.6 
	%C: 0.3 
	%D: 4.8 
	%E: 3.8 
	%F: 4.1

	%G: 8.9 
	%H: 4.8 
	%I: 5.1 
	%K: 1.7 
	%L: 11.6

	%M: 1.4 
	%N: 5.8 
	%P: 4.4 
	%Q: 3.8 
	%R: 8.2

	%S: 7.5 
	%T: 3.8 
	%V: 6.1 
	%W: 0.7 
	%Y: 2.7


PROF results (detail)
           ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5....,....6....,....7....,....8....,....9....,....10.1.,....11.1.,....12.1.,....13.1.,....14.1.,....15.1.,....16.1.,....17.1.,....18.1.,....19.1.,....20.1.,....21.1.,....22.1.,....23.1.,....24.1.,....25.1.,....26.1.,....27.1.,....28.1.,....29.1

AA         MDDSVNTRYPILLVHGLFGFDRIGSHHYFHGIKQALNECGASVFVPIISAANDNEARGDQLLKQIHNLRRQVGAQRVNLIGHSQGALTARYVAAIAPELIASVTSVSGPNHGSELADRLRLAFVPGRLGETVAAALTTSFSAFLSALSGHPRLPQNALNALNALTTDGVAAFNRQYPQGLPDRWGGMGPAQVNAVHYYSWSGIIKGSRLAESLNLLDPLHNALRVFDSFFTRETRENDGMVGRFSSHLGQVIRSDYPLDHLDTINHMARGSRRRINPVELYIEHAKRLKEAGL

 pH_sec                                                             ...........                   ..                                                                                                                                                                                             . ....          1.0 

 pH_sec                                   ....                      ............               ........                                      ...                                                                                                                                               ..........        0.9 

 pH_sec                                  ......                    ..............              ........                                     ......                                                                                     ..                                       .              ............      0.8 

 pH_sec                               .........                    ..............             ..........                     ....          ........ .....              ....                                                           .....                                   .....            .............     0.7 

 pH_sec                            .............                   ...............           ............                   ......         .................          .......  ........                                              ..........                               .......         ..............     0.6 

 pH_sec                      ...   .............                ..................           ............                  .........      ...................       . ........ ........                                             ..............                           .........        ..............     0.5 

 pH_sec       .              ...................                ..................           ............                 ........... ......................... .   .....................        ..                     .          ................           ....         . .........        ...............    0.4 

 pH_sec      ...           ......................              ...................           ..................          ......................................... ..........................  ...... ....       ......................................     .........   .  .................. ...............    0.3 

 pH_sec     .....         .......................        ...........................       .....................      ......................................................................................    ..............................................................................................   0.2 

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

 pE_sec              .                                                                  .                                                                                                                                                                                                                        1.0 

 pE_sec              ...                             ..                                ...                                                                                                                                                                                                                       0.9 

 pE_sec             ....                            ...                               ....                      ...                                                                                          ...                                                                                                 0.8 

 pE_sec             .....                           ....                              .....                    .....                                                                                        ....                                         ...                                                     0.7 

 pE_sec             .....                          .....                              .....                   ......                                                                                        .....                                        .....      .                                            0.6 

 pE_sec             .....                          ......                             ......                 .......                                                                                        .....                                        .....      ..                                           0.5 

 pE_sec            .......                         ......                            .......                 ........                                                                                  ... ...........                                  .......    ....                                          0.4 

 pE_sec           ..........                       .......                           ........               ..........                                                                          ..    .................       ...         .   ..        ................                    .                    0.3 

 pE_sec    ...................  ..                .............. .                  .........           .  ..................   ..........            ................ ..    ... .............................................................................................. ... ..........                   0.2 

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

 pL_sec   .                                                                                                                                                                                                                                                                                                   .  1.0 

 pL_sec   .                                      .                                 ..                                                                                                                                                                                                                        ..  0.9 

 pL_sec   ..    ...                              ..        ...                    ...                                ...                                                                                                                                                                     .               ..  0.8 

 pL_sec   ...   ...      .                      ...      .......                  ....      .            ...         .....           .                         .  ..                     ......     ..                     .      .                .....               ....            ... . .              ...  0.7 

 pL_sec   ..........     ....    ..             ...      ........                 ....      .            ...        .......         ....                      ......                     ........ .....   ..          .............               ......          .   .......         ........              ...  0.6 

 pL_sec   ..........     ...........            ....    ...........              .....     ..            ....       ........      .........                  .........        .        .....................      ..  ...............            ........      ....   ........       .........              ...  0.5 

 pL_sec   ..........    ..............         .....    ...........              .....     ...          .......     .........    ..........        ..      ............    ........   .......................   ......................      ..  .........     ...... .........     ............             ...  0.4 

 pL_sec   ..........    .................     ......   ............             .......   .....        .........  ..........................     ............................................................   .......................    ... ...........  ....................  .............          ......  0.3 

 pL_sec   ...........  .................... ......... ..............            .......   ......      ..........................................................................................................................................................................................       ........  0.2 

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

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                          100% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           81% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           64% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           49% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           36% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           25% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                           16% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                            9% 

OBS_acc                                                                                                                                                                                                                                                                                                            4% 

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

PROF_acc  .                   .                .                                  .                        .                                                    .   .                      .                            .                                               .                  .               . ..  100% 

PROF_acc  ... ...             ..               .                                . . .                      .                           .                      . ..  .           .      .   .   .   ..  .              . .   .                                           .               .  .               ....   81% 

PROF_acc  ... ...             ..    .      .   . .              .       .      .. . .                     ..                  .        .           .          . ..  .   .  .    .      .   ..  .   ..  .              . .   .                   . .                     .             . .. .           .   ....   64% 

PROF_acc  ........            .. .. .      .  .. .            . ..  ..  .   .  .. . .                     ...              .  .  ..    ..  .   .   .   .  .  .. .. ...  .  ..  ..  ..  .. ... ...  ... .              . ..  .                   ...  .                  . .           . ....    .   .  .  .....   49% 

PROF_acc  ........            .. .. .   .  .  .. . .      ......... ..  .   .  .. ....                 .. ...          .. ..  .. ...  ...  ..  ..  .. ..  .  ..... ...  .  .. .... .. ... ... ... .... .. .          ..... ... .             .  ......          .  .  ..... .         ...... .  .   .  .. .....   36% 

PROF_acc  ........           ... ..... ..  .. .... .      ......... ..  .. ..  .......                 .. ... ..       .. ..  .. ...  ...  ..  ..  .. ..  .. ..... ...  .  .. .... .. ... ... ... ....... .         .......... .  .      .   .  ......         ..  .  ..... .  .      ......... .   .  .. .....   25% 

PROF_acc  ........           ......... ..  .. .... .      ......... ..  .. ..  .......                 ...... ..      ... ..  .. ........  ..  ..  .. ..  .. ..... ... ..  .. .... .. ....... .............         ...............      .   .  ......         ..  .  .......  .      ......... .  ..  .. .....   16% 

PROF_acc  .........          ......... ..  .. ......      ......... ..  .. ..  .......                 ...... ..      ... ..  .. ........  ..  ..  .. ..  .. ......... ..  ....... .. .....................         ...............      .   .  ......         ..  .  .......  .      ......... .  ..  .. .....    9% 

PROF_acc  .........          ......... ..  .. ......      ......... ..  .. ..  .......                 ...... ..      ... ..  .. ........  ..  ..  .. ..  .. ......... ..  ....... .. .....................         ...............      .   .  .......        ..  .  .......  .      ......... .  ..  .. .....    4% 

