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Pràctiques Biologia Estructural



Eva Lambea Martínez (16964)

PRÀCTICA 7. OPTIMITZACIÓ GEOMÈTRICA I ANÀLISI DEL MODEL OTPTIMITZAT.
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OBJECTIUS 

Aquesta última pràctica la dedicarem a l’optimització dels nostres models amb el programa Grumos i el posterior anàlisi dels mateixos.

7.1. Utilització del programa Grumos amb un exemple.


  7.2. Utilització del programa Grumos amb els nostres models. 

           7.3. Anàlisi del model optimitzat amb els programes Xam i Procheck. 
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DESENVOLUPAMENT
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7.1. PROGRAMA GRUMOS AMB UN EXEMPLE

En aquesta primera part de la pràctica vam utilitzar un exemple (pci) per tal d’aprendre com funciona el programa Grumos. Com que el procés el desenvoluparem detalladament amb els nostres models en aquest apartat tant sols explicarem la descripció teòrica del programa.
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Descripció teòrica del Grumos

Grumos és un programa de disseny d’agregats moleculars, que suporta  mecànica i dinàmica moleculars emprant mètodes perturbacionals d’energia lliure. 

El que es tractarà és d’optimitzar els nostres models. Quan tenim una estructura cal estudiar si les interaccions entre els àtoms són bones: angles dihedres, energia electrostàtica, energia d’enllaç... 

Això implica un esforç més gran perquè les energies amb les que tractem són més complicades que les que mesurem amb el ProsaII.


El programa que farem servir per a la optimització és doncs, el Grumos.
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7.2. PROGRAMA GRUMOS AMB ELS NOSTRES MODELS

En aquest punt, després d’haver tractat ja les estructures secundàries dels nostres models (un de HMM i un de PSI-Blast) farem l’optimització final com es mostra a continuació:

1. Definim les variables d’entorn:





tcsh





source /disc9/cshrc
2. Mirem si el pdb dels nostres models acaba en OXT i afegir-ho si no és el cas (agafant el N-terminal del primer aminoàcid que tallem i conservem les seves coordenades).

3. Executem el programa ArrangeG.pl amb la següent comanda:




arrangeG.pl nom_del_model.pdb nom_output.out

4.  Afegim el TER al final del pdb.

5. Executem el pdb amb el Rasmol per assegurar-nos si hi ha pont disulfur o no, ja que el Grumos ens ho demanarà:



rasmol nom_del_model.pdb



select cys



display sticks



set pick distance

Les imatges obtingudes per a cada model es mostren a continuació. Trobem que no formen ponts disulfur ja que es troben a una distància de 18,919 Å. (<4 possible pont disulfur; >4 no hi ha pont disulfur).
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6. Executem grumos pels dos models per separat. 

A mesura que anem executant el Grumos de forma interactiva veiem que hi ha una sèrie de passos a seguir com són:

a) Creació de la topologia del sistema (indica com estan el àtoms units entre ells). Dins aquesta opció, hi ha dos passos a seguir:

(a.1) Crear inputs: no canviarem el nom de cap residu ja que no hi ha cap pont disulfur en el cas dels nostres models.

(a.2) Execució del programa: en acabar aquest pas el programa ens dóna errors. Tot i així, els obviem i mirem si ens surt el número d’àtoms (nATOM), el número de càrregues (nCAG) i el número de ponts d’hidrogen. Si és així, podem continuar amb el programa.
b)  Optimització:

(b.1) Crear inputs: en aquest punt direm al programa que realitzi 10 runs, amb 1000 passos cadascun i no restringirem les distàncies dels enllaços (no Shake). A l’hora d’optimitzar creem una distància màxima de radi de cada àtom (RL).Cada 10 passos el programa comprovarà que no hi ha cap àtom fóra de RL. En el cas que hi sigui, calcularem l’energia electrostàtica en els propers 10 passos. Si no hi és, no es tornarà a comprovar fins al cap de deu passos més.  Els valors d’aquests radis seran els que ens mostra per defecte el programa: RL = 8 A i RC = 13 A.

(b.2) Execució del programa: ens demana si hem executat Topology i Dinamics.

7. Mirem el primer i l’últim output generats pel Grumos per observar les energies inicial i final dels dos models:


     0    1    0    0    0    0    0    0 0.5000E-01 0.1073E+04 0.1073E+04

    0.17102E+05 0.1680E+02 0.1986E+04 0.5405E+03 0.2131E+04 0.2521E+03 0.1278E+05 0.8978E-01 0.1004E+04

   -0.5090E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

   0.3486E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  0.0000E+00 0.0000E+00 0.6815-269

Fragment del primer output generat (.lis)del model de PSI-Blast. En verd es destaca l’energia.


     0    1    0    0    0    0    0    0 0.5000E-01 0.1574E+03 0.1574E+03

   -0.16802E+05 0.3760E+02 0.2783E+03 0.1983E+03 0.1460E+04 0.1932E+03 0.3556E+03 0.3737E+02 0.1292E+04

   -0.9016E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  -0.1164E+05 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  0.0000E+00 0.0000E+00 0.6815-269

Fragment de l’últim output generat (.lis) del model de PSI-Blast. En verd es destaca l’energia. Veiem que ha passat de ser positiva a negativa.

     0    1    0    0    0    0    0    0 0.5000E-01 0.1096E+04 0.1096E+04

    0.16144E+05 0.1829E+02 0.2046E+04 0.5761E+03 0.1870E+04 0.2475E+03 0.1149E+05 0.1000E+00 0.1087E+04

   -0.5073E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

   0.3885E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  0.0000E+00 0.0000E+00 0.6815-269
Fragment del primer output generat (.lis) del model de HMM. En verd es destaca l’energia

100    1    0    0    0    0    0    0 0.5390E-03 0.9714E+01 0.9714E+01

   -0.16634E+05 0.2143E+02 0.1922E+03 0.1962E+03 0.1355E+04 0.1549E+03 0.3349E+03 0.4337E+02 0.1274E+04

   -0.8753E+04 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  -0.1145E+05 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00 0.0000E+00

  0.0000E+00 0.0000E+00 0.6815-269

Fragment de l’últim output generat (.lis) del model de HMM. En verd es destaca l’energia. Veiem que ha passat de ser positiva a negativa.

També veiem que es generen una sèrie de fitxers amb extensió .gsf que són les coordenades del model optimitzat. Aquests fitxers són llegits pel XAM, per tant farem una superposició amb aquest programa del model inicial i del final per tal de visualitzar l’optimització i calcular el valor de RMSD. Com que els fitxers d’entrada no tenen extensió pdb sinó gsf ens demanarà un factor de multiplicació, li direm al programa que 10.


Els resultats del XAM per als dos models és el que es mostra a continuació:

· PSI-BLAST

# seqxemnum001.gsf                                            

# seqxemnum010.gsf                                            

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

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

#

#   RMSD table

#   

#         1    2

#  1        0.46 

#  2  0.66       

#

#  Backbone atoms are         :  N    CA   C    P    O5'  C5'  C4'  C3'  O3' 

#

#  residues considered        :     1..294

#

#  num. of residues considered:   294  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.46  0.00 A  (0.46..0.46 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  0.66  0.00 A  (0.66..0.66 A)

Resultat del XAM on està calculat el RMSD.Com es pot apreciar aquest valor ha augmentat en el model optimitzat respecte el model inicial. Això és degut a que el Grumos intenta reduir al màxim el número de Bad Contacts en detriment d’una  superposició exacta de les cadenes laterals. 


.

Imatges de la superposició obtinguda amb el XAM del model inicial i el final en backbone i sticks.




Imatge de la superposició obtinguda amb el XAM del model inicial i el final en wireframe. Tot i que no s’aprecia a la imatge, la diferencia entre el model inicial i el final són les cadenes laterals.

· HMM
# grumosxemnum001.gsf                                         

# grumosxemnum010.gsf                                         

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

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

#

#   RMSD table

#

#         1    2

#  1        0.53 

#  2  0.69       

#

#  Backbone atoms are         :  N    CA   C    P    O5'  C5'  C4'  C3'  O3' 

#  residues considered        :     1..289

#

#  num. of residues considered:   289  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.53  0.00 A  (0.53..0.53 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  0.69  0.00 A  (0.69..0.69 A)

Com es veu a la taula el RMSD augmenta de valor pel mateix motiu que hem comentat abans.

Les imatges obtingudes amb el XAM són les següents:



Imatges de la superposició obtinguda amb el XAM del model inicial i el final en backbone i sticks.




Imatge de la superposició obtinguda amb el XAM del model inicial i el final en wireframe. Tot i que no s’aprecia a la imatge, la diferencia entre el model inicial i el final són les cadenes laterals.

8. El següent pas del nostre anàlisi serà, a partir d’aquesta superposició farem un pdb amb el model final (tallarem la prat del pdb generat amb el Xam corresponent al model inicial i ens quedarem tant sols amb el final, l’optimitzat).

9. Executarem el Procheck pel model final. En teoria, després d’optimitzar-lo, ens sortirà un valor de bad-contacts de 0, i veurem un valor de core inferior (empitjora el Ramachandran). Els resultats es mostren a continuació per a cada model:

· PSI-BLAST


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

 |                                                                            |

 | model010.pdb   2.0                                            294 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   69.4% core   27.4% allow    1.6% gener    1.6% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   35 labelled residues (out of 292)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      9 labelled residues (out of 161)                     |

+| Main-chain params:    5 better     0 inside      1 worse                   |

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

 |                                                                            |

+| Residue properties: Max.deviation:     9.8              Bad contacts:    0 |

+|                     Bond len/angle:    4.8    Morris et al class:  2  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.69  Covalent:   0.04    Overall:  -0.39 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.9% within limits   0.1% highlighted                   |

 | M/c bond angles:  93.0% within limits   7.0% highlighted                   |

*| Planar groups:    74.7% within limits  25.3% highlighted       9 off graph |

 |                                                                            |

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

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

Pel motiu que hem explicat abans pel qual augmentava el valor de RMSD, el diagrama de Ramachandran es veu afectat de manera que disminueix el % de core del model optimitzat respecte al model inicial. Com ja s’ha dit es deu a que el Grumos intentar optimitzar el valor de bad contacts de forma que se sacrifiquen els residus que es troben en zones energèticament molt estables.



Veiem que en els dos outputs el que empitjora és el diagrama de Ramachandran. 

· HMM


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

 |                                                                            |

 | model010.pdb   2.0                                            289 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   69.0% core   27.3% allow    2.0% gener    1.6% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   31 labelled residues (out of 287)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      5 labelled residues (out of 158)                     |

+| Main-chain params:    5 better     0 inside      1 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:    10.7              Bad contacts:    0 |

*|                     Bond len/angle:    5.2    Morris et al class:  2  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.64  Covalent:   0.04    Overall:  -0.36 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 99.8% within limits   0.2% highlighted                   |

 | M/c bond angles:  93.3% within limits   6.7% highlighted                   |

*| Planar groups:    78.7% within limits  21.3% highlighted       9 off graph |

 |                                                                            |

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

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


     Com veiem, el diagrama de Ramachandran es veu empitjorat en detriment de reduir el nombre de bad contacts a zero.



En aquest output veiem que el nostre model es troba for a de la franja en el cas del diagrama de Ramachandran

Amb tota aquesta informació tornem a construir una taula on es resumeixin els paràmetres més rellevants del summary del Procheck que ens permetin triar un dels dos models optimitzats amb els que ens hem quedat: el de Psi-Blast, o el de HMM.

	Model
	% core
	% allowed
	% disallowed
	% gener
	Bad contacts

	2seq_model2_clus
	69,4
	27,4
	1,6
	1,6
	0

	2seq_model1_hmm
	69
	27,3
	1.6
	2,0
	0



En conclusió, podem dir que observant la taula podríem triar qualsevol dels dos models ja que presenten valors molt similars.

Model del PSI-Blast on en taronja es troben destacades les úniques dues Cys presents. Com es pot apreciar es troben força allunyades com per establir ponts disulfur.





Model del HMM on es destacaden en verd les úniques dues Cys presents. Com es pot apreciar es troben força allunyades com per establir ponts disulfur.
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