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Pràctiques Biologia Estructural



Eva Lambea Martínez (16964)


PRÀCTICA 1. INTRODUCCIÓ A LES ESTACIONS GRÀFIQUES DE TREBALL
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OBJECTIUS 

Aquesta pràctica consistirà en un primer contacte  amb el programa gràfic: RasMol, així com un repàs de les comandes del Unix més útils per a desenvolupar les nostre pràctiques.

El desenvolupament de la pràctica estarà dividit en tres parts:

1. Repàs d’algunes de les comandes de LINUX més habituals.

2. Tractament d’estructures amb Rasmol.

3. Aprendre a fer servir el programa GIMP.
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DESENVOLUPAMENT

PART A. REPÀS D’ALGUNES DE LES COMANDES DE LINUX MÉS HABITUALS
Primerament, vam repassar algunes de les comandes del Unix que seran d’utilitat al llarg de totes practiques, com ara:

· cd: comanda que permet entrar dins un directori.

         Exemple: cd /disc9/BE

Així podrem entrar dins el disc9 i dins d’aquí al directori de biologia estructural (BE).

· pwd (print working directory): comanda útil per conèixer en quin directori et trobes ja que imprimeix el nom del directori en el que estàs treballant.

Exemple: pwd

Per pantalla ens surt imprimit el directori on estem treballant com ara:  /home/e16964

· [image: image7.jpg]


cp: comanda que serveix per copiar fitxers i/o directoris. Per tal de copiar fitxers escriurem:

cp ‘nom del fitxer’ .


mentre que per copiar directoris farem servir l’opció:
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cp –r ‘nom del directori’ .

[image: image9.jpg]



 .
Indica el directori actual, de tal forma que ens copiarà el fitxer o directori allà on estem treballant sense haver d’escriure tota la ruta d’accés.

· df: comanda que indica si els discs es troben compartits o no, és a dir, informa de la quantitat d’espai de disc utilitzada i de la disponible en sistemes de fitxers.  
· ls: comanda que mostra el contingut d’un directori. Algunes variants de la comanda ls són:

· ls .. que mostra el que hi ha al directori que es troba a sobre de l’actual (on estàs treballant).

· ls –a: inclou en el llistat fitxers el nom dels quals comenci per  `.’.  

· ls –l: escriu (en format d’una sola columna) els permisos del fitxer, el nombre d’enllaços que té, el nom del propietari, el del grup al qual pertany, el tamany (en bytes), una marca de temps, i el nom del fitxer.

· tar: comanda dissenyada per empaquetar i extreure fitxers d’un fitxer arxiu conegut com a arxiu-tar. Trobem  variants de la comanda tar: 
· tar cvf: per crear el fitxer comprimit.

· tar xvf: per descarregar-ho en el directori actual.
· tar tvf: permet veure el contingut del fitxer.
· gzip: comanda que serveix per comprimir un fitxer.

Exemple: gzip ‘nom del fitxer’

· gunzip: comanda que serveix per descomprimir un fitxer.

Exemple: gunzip ‘nom del fitxer’

· rm: comanda que permet esborrar un fitxer o directori.

· rm: rm ‘nom del fitxer’: esborra fitxers.

· rm –r: rm –r ‘nom el directori’: esborra directoris. 

· du: comanda que informa de la quantitat d’espai de disc utilitzada pels fitxers especificats, i per cada directori les arrels del qual estiguin en els fitxers especificats. Aquí ‘espai de disc utilitzat’ significa espai utilitzat per la jerarquia de fitxers per sota del fitxer especificat. 
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Variables d’entorn
Les variables d'entorn són variables del Shell que serveixen per a configurar l'entorn de treball d'un usuari.  Aquestes variables poden crear-se i modificar-se mitjançant l'operació d'assignació i conèixer el seu contingut mitjançant la lectura del valor. 

Les comandes especificades fins ara són executables amb el bash  (bash-2.50$), però ens pot interessar treballar amb el tcsh. Per entrar dins el tcsh hem d’entrar-hi de la següent forma:

 




(bash-2.50$) tcsh

source /disc9/cshrc
Per altra banda existeixen els “alias”. Utilitzar un “alias” és una forma de definir sinònims a les comandes del sistema o inclús redefinir els ja existents.

Exemple: Si volem definir una nova comanda que esborri arxius, ho podem fer de la següent forma:



bash-2.50$:~$ alias esborrar='rm'

On rm és la comanda de Unix per esborrar arxius.

PART B. TRACTAMENT D’ESTRUCTURES AMB RASMOL
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Introducció del programa

Rasmol és un programa de gràfics moleculars que permet la visualització de qualsevol tipus d’estructura molecular definida (proteïnes, àcids nucleics i petites molècules).

Aquest programa llegeix fitxers de coordenades moleculars i mostra interactivament la molècula a la pantalla en una sèrie d’esquemes de colors i de representacions moleculars. Els fitxers d’entrada inclouen, específicament, els formats Brookhaven Protein Databank (PDB), Tripos Associates' Alchemy y Sybyl Mol2, Molecular Design Limited's (MDL) Mol, Minnesota Supercomputer Centre's (MSC) XYZ (XMol) y CHARMm. 

Si la informació sobre connectivitat no està continguda en l’arxiu, RasMol la calcularà automàticament. La molècula carregada pot ser representada en les formes d’estructures següents: sticks, backbone, spacefill, ribbons, cartoons, wireframe... 
La molècula exhibida pot ser girada, desplaçada, ampliada (zoom)... de forma interactiva per tal de facilitar l’estudi de les diferents característiques de la molécula com ara l’estructura secundària, la conformació dels dominis, la localització dels centres actius, els canvis estructurals provocats per mutacions de la macromolècula, entre d’altres.

 Finalment, la imatge generada podria exportar-se en una varietat de formats que inclouen GIF, PPM, BMP, PICT, fitxers de sortida Sun o com un script MolScript o Kinemage.
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Utilització del programa Rasmol
La següent part de la pràctica consisteix en la utilització del programa gràfic Rasmol per tal de visualitzar les estructures:

1. Per la pràctica 1 necessitarem dues estructures en format pdb (2 proteïnes): 

· 1AN2: es tracta d’una proteïna amb un domini d’unió al DNA.

· 8Fab: es tracta del fragment Fab de la immunoglobulina, el qual interacciona amb l’antigen. Cada regió Fab està formada per dos cadenes: una lleugera i una pesada.

2. Per tal d’obtenir aquestes dues seqüències, podem recórrer a dos procediments:

· Entrar a la base de dades de Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb/) i baixar els fitxers pdb d’ambdues proteïnes.

· La segona opció és entrar al persy de la següent manera:   



sftp be@persy.upf.e
password: 123456

cd /disc9/bin

get rasmol

cd /disc9/practica_1/PDB

get pdb1an2.ent

get pdb8fab.ent

exit

3. Executem el Rasmol per a cadascun dels dos fitxers per separat. 

· pdb1an2.ent
Executem l’arxiu pdb amb Rasmol:

./rasmol pdb1an2.ent


   El resultat és el següent:
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Com es deriva de les imatges obtingudes amb Rasmol, es tracta d’una (-hèlix. Aquest tipus d’estructura fa una volta cada 3,6 residus amb un pas de rosca de 5,4 Å i per això no trobem els residus alineats en una banda.  Per tal de comprovar-ho seleccionem els residus de 4 en 4 de la següent forma:

Select 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46

Color yellow

Les imatges que obtenim són les següents:
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A continuació seleccionem els residus de quatre en quatre però començant pel residu número 23 (un més que abans):

Select 23, 27, 31, 35, 39, 43, 47


Color red
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Ara seleccionarem els residus en funció d’una propietat: número d’àtoms, polaritat...




Select all




Color white




Select polar




Color purple

Les imatges obtingudes són les següents:
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Com es pot observar, la major part de l’estructura queda de color lila, ja que es tracta sols d’una (-hèlix, la qual ha de ser molt hidrofílica (polar) perquè està envoltada tota per aigua.

Una altra característica de les (-hèlixs és la formació dels ponts d’hidrogen. Els ponts d’hidrogen es disposen entre els aminoàcids situats cada quatre posicions, no intervenint en aquest tipus d’enllaç les cadenes laterals, sinó que els ponts d’hidrogen es formen entre els àtoms dels enllaços peptídics: grups NH i CO. És per això que l’estabilitat de les hèlixs no depèn estrictament de les cadenes laterals, i moltes cadenes d’aminoàcids assumeixen espontàniament la forma d’(-hèlix.

Per tal de visualitzar els ponts d’hidrogen de la nostra estructura escriurem les següents comandes al Rasmol:

select all

color cpk

hbonds
El programa ens indica l’existència de 28 ponts d’hidrogen representats a la imatge de la següent forma:
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Els ponts d’hidrogen es troben a la paret interna de l’hèlix. Els colors per representar aquests enllaços els hem creat en funció de l’àtom (amb cpk), de tal forma que els nitrògens (N) estan representats en blau i els oxígens (O) en vermell. Com que aquests dos àtoms tenen diferent càrrega, aquestes es distribueixen sobre (-hèlix, de manera que tenim un moment dipolar.

Una altra comanda que ens permet utilitzar el Rasmol és la següent:




select pick distance


cliques sobre els aminoàcids que interessen

La qual ens permet seleccionar la distància que hi ha entre dos residus, com per exemple els que es mostren a continuació:
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Finalment sortim del Rasmol per tornar a entrar executant la segona estructura:





exit

· pdb8fab.ent
Executem l’arxiu pdb amb Rasmol:

./rasmol pdb8fab.ent

display ribbons

colours chain

El resultat és el següent:


En aquest cas s’aprecien quatre cadenes (dos lleugeres i dos pesades), cadascuna de les quals presenta dos dominis iguals.

A continuació sortim del programa Rasmol per tal de estudiar l’arxiu pdb corresponent a l’estructura de la regió Fab de la immunoglobulina.

exit

A la pantalla del Shell escrivim la comanda:

kwrite pdb8fab.ent

Aquesta ordre ens mostra les característiques del pdb de l’estructura (adjuntat a l’annex I de la pràctica 1). En aquest fitxer de text podem distingir diferents columnes que ens indiquen el següent:

COLUMNES:

1. Àtom.

2. Posició de l’àtom.

3. Tipus d’àtom (si es tracta d’un C( o un C( , etc.)

4. L’aminoàcid que és (ex: Val, Lys, Pro, etc...), és a dir el residu.

5. Nom de la cadena (que en el nostre cas serà A, B, C ó D ja que tractem amb una estructura de quatre cadenes).

6. Número del residu.

7. Coordenades x, y, z.

8. Couperi: la majoria valen 1.00 

9. B-factor: quan tenim un cristall veiem un núvol d’electrons que pot ser molt ample o molt estret. Si la qualitat és baixa no podrem col.locar bé on estan els àtoms i llavors el B-factor serà alt. Si pel contari la qualitat del cristall és bona (el núvol d’electrons és molt ample), el B-factor serà baix.

A continuació tornem a executar Rasmol per tal d’estudiar una mica més a fons l’estructura pdb8fab.ent:

./rasmol pdb8fab.ent

Escrivim al shell la comanda: wireframe off i observem com desapareix l’estructura de la pantalla del Rasmol.

A continuació seleccionem la cadena A: select *A.

Ara fem: Display   

Ribbons  i ens mostra per pantalla només la cadena A.

Observem que només hi ha dos dominis (regions  de plegament) en aquesta cadena:


Els dominis semblen Greek-keys ja que s’observen 2 fulles ( encarades que deixen: 

· Part hidrofílica: exterior.

· Part hidrofòbica: interior.


Ara seleccionem els residus polars de la cadena A, ja que ens permetrà observar l’alternança de residus polars i apolars de les làmines (, amb la comanda:

select polar & *A


Finalment seleccionem la cadena A per veure-la amb el display backbone:

select *A

color white

select polar

color red

Display 

Backbone
Obtenim la següent imatge on en vermell estan colorejats els residus polars i en blanc la resta de residus (apolars) de la fulla (:
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Utilització del programa GIMP
L’últim pas de la pràctica es basa en aprendre a utilitzar el programa GIMP (General Image Manipulation Program) que com el nom indica ens permet modificar les imatges capturades del Rasmol i guardar-les amb el format que vulguem (nosaltres les guardarem com a jpg):

* Utilització del GIMP:

Sortim del Rasmol i escrivim al terminal: gimp

A continuació obrim la imatge que volem modificar:

fitxer        obre       nom de la imatge

Cliquem a la fletxa de la part superior esquerra de la pantalla on es troba la imatge i fem: 

fitxer    
   anomena i desa
i la guardem en el format que ens interessi.

ANNEX I

HEADER    IMMUNOGLOBULIN                          23-MAR-92   8FAB      8FAB   2

COMPND    FAB FRAGMENT FROM HUMAN IMMUNOGLOBULIN IGG1 (LAMBDA, HIL)     8FAB   3

SOURCE    HUMAN (HOMO SAPIENS) MYELOMA IMMUNOGLOBULIN                   8FAB   4

AUTHOR    F.A.SAUL,R.J.POLJAK                                           8FAB   5

REVDAT   1   31-OCT-93 8FAB    0                                        8FAB   6

JRNL        AUTH   F.A.SAUL,R.J.POLJAK                                  8FAB   7

JRNL        TITL   CRYSTAL STRUCTURE OF THE FAB FRAGMENT FROM           8FAB   8

JRNL        TITL 2 THE HUMAN MYELOMA IMMUNOGLOBULIN IGG HIL AT          8FAB   9

JRNL        TITL 3 1.8 ANGSTROMS RESOLUTION                             8FAB  10

JRNL        REF    TO BE PUBLISHED                                      8FAB  11

JRNL        REFN                                                   353  8FAB  12


ATOM      1  N   GLU A   3      63.848 -17.021   5.209  1.00 55.13      8FAB 184

ATOM      2  CA  GLU A   3      64.523 -18.300   5.220  1.00 50.97      8FAB 185

ATOM      3  C   GLU A   3      65.967 -18.037   4.791  1.00 44.02      8FAB 186

ATOM      4  O   GLU A   3      66.841 -18.859   5.069  1.00 42.96      8FAB 187

ATOM      5  CB  GLU A   3      63.753 -19.235   4.266  1.00 57.35      8FAB 188

ATOM      6  CG  GLU A   3      64.006 -20.749   4.355  1.00 65.62      8FAB 189

ATOM      7  CD  GLU A   3      65.152 -21.359   3.523  1.00 70.40      8FAB 190

ATOM      8  OE1 GLU A   3      65.325 -20.976   2.359  1.00 71.30      8FAB 191

ATOM      9  OE2 GLU A   3      65.859 -22.244   4.032  1.00 72.62      8FAB 192

ATOM     10  N   LEU A   4      66.264 -16.874   4.193  1.00 34.11      8FAB 193

ATOM     11  CA  LEU A   4      67.608 -16.541   3.746  1.00 28.92      8FAB 194

ATOM     12  C   LEU A   4      68.222 -15.559   4.743  1.00 25.42      8FAB 195

ATOM     13  O   LEU A   4      67.560 -14.561   5.065  1.00 23.82      8FAB 196




Fig.1. Estructura pdb1an2.ent en format backbone.





Fig.2. Estructura pdb1an2.ent en format ribbons.





Fig.4. Estructura pdb1an2.ent en format ribbons on estan seleccionats els residus de 4 en 4 en groc.





Fig.3. Estructura pdb1an2.ent en format backbone on estan seleccionats els residus de 4 en 4 en groc.





Fig.5. Estructura pdb1an2.ent en format backbone on estan seleccionats els residus de 4 en 4 a partir del 23 (en vermell).





Fig.6. Estructura pdb1an2.ent en format ribbons on estan seleccionats els residus de 4 en 4 a partir del 23 (en vermell).





Fig.7. Estructura pdb1an2.ent en format backbone on estan seleccionats els residus polars en lila..





Fig.8. Estructura pdb1an2.ent en format ribbons on estan seleccionats els residus polars en lila..





Fig.11. Estructura pdb8fab.ent en format ribbons i colorejada per cadenes.





Fig.12. Estructura de la cadena A del pdb8fab.ent en format ribbons.





Fig.13. Estructura de la cadena A del pdb8fab.ent en format ribbons on es destaquen en verd els residus polars.





Fig.14. Estructura pdb8fab.ent en format backboneon es destaquen en vermell els residus polars.





Fig.9. Estructura pdb1an2.ent en format backbone on es mostren els ponts d’hidrogen (vermell : oxigen ; blau : nitrogen).











Fig 10. En aquesta imatge es mostren els residus Lys 34 i His 38 separats per una distancia de 5,762 Å





5,762 Å





Aquest és un fragment de l’arxiu pdb on en vermell es vol destacar un exemple de les columnes que constitueixen l’arxiu (explicades amb anterioritat).
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