INTRODUCCIÓN A LA BIOINFORMÁTICA 2005-I

AULA INTERACTIVA (Semana 3)

Modelamiento por homología (modelamiento comparativo).

NOTA:

Se utilizará el servidor web ‘Swissmodel’ para realizar el modelamiento por homología, y el programa ‘SwissPdViewer’ para visualizar, comparar y alinear estructuras.

Actividades
El proyecto esta basado en la enzima nicotinamidasa/pirazinamidasa de Mycobacterium tuberculosis (pncA). El desarrollo del proyecto debe seguir los siguientes pasos:

1) Obtener la secuencia de aminoácidos de la enzima pirazinamidasa de M.tuberculosis correspondiente a la cepa H37RV. Deberá buscarla en el genbank y grabarla en formato FASTA. El código de acceso directo a la secuencia es: U59967 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=1706963
2) Utilizando el servidor SwissModel, identifique los potenciales ‘templates’ de la enzima pirazinamidasa que podrían ser utilizados para un modelamiento por homología. Descargue los archivos PDB correspondientes a la estructura y analícelos con un procesador de texto.
Qué diferencia encuentra entre ambos archivos? Qué resoluciones presentan dichos cristales?

3) Ambas estructuras corresponden a cristales distintos. Realice un alineamiento estructural y verifique la similitud de ambas estructuras.
Cuál de las dos estructuras utilizaría como template? Por qué?
4) Utilice la mejor estructura como template y realice un modelamiento por homología para la pirazinamidasa de M.tuberculosis. Superponga la estructura modelada con el ‘template’ y observe las diferencias.
5) El sitio catalítico de la pirazinamidasa de M.tuberculosis ha sido identificado con los aminoácidos D8, A134 y C138, mientras que el sitio de coordinación del zinc ha sido asociado a los residuos D49, H51 y H71. Identifique cuáles son los residuos equivalentes al sitio catalítico y al sitio de coordinación del zinc en el caso de la pirazinamidasa de pyrococcus horikoshii. Para esto último realice un alineamiento estructural, y visualice los aminoácidos indicados de ambas estructuras solamente.
6) Utilizando la herramienta ‘merge’  del SwissModel, coloque el átomo de zinc en el lugar equivalente de la pirazinamidasa de M.tuberculosis. Utilizando la herramienta de ‘distancia’ del SwissModel, mida la distancia entre el zinc y el nitrógeno épsilon (NE) de las H51 y H71. 
Sabiendo que la distancia máxima observada para un enlace de coordinación con zinc no es mayor de 2A, explique usted si la H71 podría estar coordinando el zinc.

7) Utilizando la estructura del ‘template’ con zinc, mida la distancia entre el zinc y el nitrógeno épsilon (NE) de las histidinas equivalentes al sitio activo en pyrococcus horikoshii. 
Sabiendo que la distancia máxima observada para un enlace de coordinación con zinc no es mayor de 2A, explique usted si la H71 podría estar coordinando el zinc

8) En la base de datos de modelos teóricos del Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/cgi/models.cgi), descargue la estructura con el código 1X8A. Esta estructura corresponde a un modelo por homología, el cual ha sido refinado por dinámic molecular en una caja de agua periódica. Compare esta estructura con el modelo obtenido en el paso 4. Observe las diferencias y explique lo observado.
