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PRÀCTICA 1:

INTRODUCCIÓ A LES ESTACIONS GRAFIQUES DE TREBALL

1) COMANDES LINUX

- Comanda pwd (print working directori)

Mostra el directori actual, en el qual ens trobem

- Comanda cp (copy)


Serveix per a copiar fitxers i directoris. 

Per copiar fitxers, s’utilitza de la següent manera:  

bash-2.05b$ cp fitxeracopiar fitxercopiat

Així doncs, per copiar un fitxer d’un altre directori al directori on ens trobem cal fer: 


bash-2.05b$ cp /directori/fitxer a copiar .

P.ex.:    bash-2.05b$ cp /disc9/practica_1 .

Per copiar directoris sencers, utilitzarem la comanda cp seguida de l’opció –r:

bash-2.05b$ cp –r /disc9/practica_1 .

- Comanda mv (move)

Permet canviar el nom d’un fitxer, és a dir, renombrar-lo. S’utilitza de la següent manera:

bash-2.05b$ mv nomqueteelfitxer nomquelivolemdonar

Així, si volem canviar el nom d’un fitxer que es diu “practica_1” per anomenar-lo “practica_2”: Ens situem dins el directori on es troba aquest fitxer i donem la comanda:

bash-2.05b$ mv practica_1 practica_2

- Comanda cd (change directori)

Permet canviar del directori actual a un altre directori (canviar de lloc). 

Si ens trobem en un directori “directori1” i volem entrar en un altre directori “directoriA” que hi està contingut:

bash-2.05b$ cd directoriA

Si, per contra, volem tornar al directori anterior:

bash-2.05b$ cd ..

Si estem al directori1 i volem passar a un altre directori “directori2”:

bash-2.05b$ cd ../directori2

- Comanda ls (list)

Ens mostra els elements (directoris, fitxers...) continguts dins el directori on ens trobem.

Exemple: bash-2.05b$ ls /disc9 ens mostra tots el fitxers continguts al disc9 (Biologia Estructural)

El paràmetre ls –CFs/disc9    mostrà si els elements són directoris (/) o executables (*), a més d’especificar quin espai de memòria ocupen.

ls –a  ( mostra els fitxers que no es veuen (ocults).

ls ~/   ( mostra el diractori home (pricipal), per on es comença quan obrim el shell.

ls ..    ( mostra el directori que es troba per sobre de l’actual

ls ../.. ( mostra el contingut de dos directoris més amunt

- Comanda tar

La comanda tar transforma n directori en un fitxer, comprimint-lo lleugerament, o bé, descomprimeix un fitxer.tar en tots els fitxers dels quals es composa. La comanda tar s’executa seguida dels següents paràmetres:

bash-2.05b$ tar xvf practica_1.tar 

bash-2.05b$ tar tvf practica_1.tar

Els seus paràmetres són: x ( “volcar”




   v ( “verbose” (mostrar per pantalla els noms dels fitxers)




   f  ( “fitxer”




   t  ( “mostrar”




   c ( “crear” (cerar un fitxer.tar)

Així doncs, la primera comanda descomprimeix el fitxer.tar, mentre que la segona només mostra els fitxers 

que estan continguts en practica_1.tar

Per crear un fitxer.tar: 

bash-2.05b$ tar cvf ftixercreat practica_1.tar

- Comanda gzip
Comprimeix i desomprimeix fitxers.gz  Aquesta funció permet emmagatzemar fitxers molt grans en menys espai de disc.

bash-2.05b$ gzip –d practica_1.tar.gz

- Comanda du
(Suma de la suma dels arxius per directoris)

bash-2.05b$ du practica_1

Permet veure fitxers que estan continguts dins el diractori practica_1 i quin espai ocupen.

- Comanda alias
Permet canviar el significat d’una variable d’entorn permetent, per exemple,  poder-li donar un nom més curt o més fàcil de recodar, agilitzant així el treball.

Per exemple: per canviar el significat de ls a ls –CRS: bash-2.05b$ alias ls=’ls –CFs’

Hi ha sistemes d’informació per tractar dades des del shell diferents al bash. Aquests sistemes són:

· bash-2.05b$  (és el que s’executa per defecte a l’obrir el shell)

· tcsh

· cshrc. S’hi entra mitjançant: bash-2.05b$ tcsh
 bash-2.05b$ source /disc9/cshrc

EDITAR FITXERS

Al LINUX podem emprar diferents editors de text, com l’emacs o el kwrite, que obrirem des del shell:

bash-2.05b$ emacs text.txt

bash-2.05b$ kwrite text.txt

Amb aquests, podem emmagatzemar comandes creades pel sistema abans esmentat (mitjançant l’alias), de manera permanent en un sistema d’informació. Per exemple, si volem que la comanda ls sigui sempre equivalent a ls –CFs cada cop que obrim el shell, obrirem el fitxer bashrc:

bash-2.05b$ kwrite .bashrc

Un cop dins, hi especifiquem la comanda alias: ( ls =’ls –CFs’), ho desem i sortim del fitxer.

Això permet flexibilitzar molt el sistema.

2) RASMOL

ÉS un programa que permet visualitzar l’estructura d’una proteïna de manera tridimensional, a partir d’un fitxer que n’especifiqui l’estructura (.pdb)

Per obrir el rasmol des del bash: bash-2.05b$ /disc9/bin/rasmol nomdelfitxerpdb.ent

Per obrir-lo des del cshrc, simplement: [e16980.bio.acexs.au.upf@au48229 ~/practica_1]$ rasmol nom.ent

- Seleccionar regions

Un cop obert el fitxer, des del shell apliquem la comanda select, seguida de la regió o els residus que volem seleccionar.  Un cop seleccionats uns residus, se’n pot canviar el seu color per tal de distingir-los: 

bash-2.05b$ select all

bash-2.05b$ colour blue

També es poden seleccionar cadenes senceres:

bash-2.05b$ select *A

- Càlcul de distàncies

Al shell hem de donar la comanda set pick distance. Seguidament hem de clickar sobre el primer residu a continuació del segon residu, la distància dels quals volem calcular. Al shell apareixerà la distància que els separa.

- Guardar imatges *

Un cop veiem per pantalla la imatge d’interès, hem de desplegar el menú Expert del Rasmol, i seleccionar l’opció IRIS RGB.

Al shell apareixerà una opció per donar-hi un nom a la imatge

imatge file name: nomdelaimatge.rgb

Un cop  fet això, podem canviar l’extensió d’aquesta imatge generada (.rgb) a altres extensions com JPG, mitjançant el programa GIMP.

bash-2.05b$ gimp nomdelaimatge.rgb

Un cop s’obre la imatge, amb el hi cliquem damunt botó de la dreta. Es desplegarà un menú, del qual hem de seleccionar: fitxer ( anomena i desa

Al gravar-ho podem canviar-li l’extensió.

- Comprovar l’estructura secundària

Una manera de distingir fàcilment les diferents estructures secundàries és mitjançant l’opció colour( structure, que dóna un color diferent a les alfa-hèlixs, beta-làmines i als girs:


Alfa-hèlixs: surten representades en color magenta


Beta –làmines: surten representades en color groc


Loops: les regions que no corresponen ni a alfa-hèlixs ni a beta-làmines prenen color blanc.

- Identificar els llocs polars/no polars

Amb el programa rasmol obert, des del shell podem seleccionar els residus polars i canviar el seu color a la imatge:

bash-2.05b$ select polar

bash-2.05b$ select hidrofobic

(En el cas dels residus polars, aquestes comades permeten visualitzar que les hèlix alfa estan formades majoritàriament per residus polars.)

EXEMPLE: PROTEÏNA 8FAB

Correspon a la regió Fab de les immunoglobulines. Està formada fonamentalment per làmines beta. Presenta dues cadenes, la pesada i la lleugera, al haver-hi dos dominis, obtenim un total de quatre cadenes: dues de pesades i dues de lleugeres.

- Per generar la següent imatge:

Primer visualitzarem només la cadena A: 

Des del shell donem la comandes 


select all

wireframe off

De manera que desapareixerà tota l’estructura. Posteriorment, seleccionem la cadena A:


select *A

I des del menú de rasmol donem un display que no sigui en wireframe, per exemple: 

display ribbons

Seguidament, podem seleccionar els residus polars de la cadena A i donar-los un color distintiu:



select polar & *A

color red


donem en display bakbone

- Veiem que hi ha dos dominis diferents, que es pleguen independentment. El lloc d’unió entre els dos dominis és el més susceptible a la proteòlisi.

Observem també com hi ha una alternància de residus polars i hidrofòbics, de manera que la làmina beta presenta un cara hidrofílica (exposada a l’exterior) i una cara hidrofòbica (més aïllada). Això s’anomena efecte emparrillada.

** MOLSCRIPT

Una segona opció per a generar imatges és el programa molsript.

bash-2.05b$ /disc9/molscript –2.1.2/molauto –nice –ss_hb 8fabA.pdb > molsript.inp

bash-2.05b$ /disc9/molscript –2.1.2/molscript < molscipt.inp > figure.eps

La informació per generar la imatge pot extreure’s del:


-ss_pdb : extreure la informació del pdb per generar la imatge


-ss_hb: extreu iunformació a partir dels ponts d’hidrogen que presenta l’estructura (Ramachandran)

 -nice: donar-li un aspecte més bonic.

PRÀCTICA 2:

CARACTERITZACIÓ DE MOTIUS I ESTRUCTURA SECUNDÀRIA
En aquesta pràctica farem un estudi dels plegaments:
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1) TOT 
- 4 helix-bundle

Presenta quatre hèlix, orientades amb un angle de 20º entre elles. Per tant, són pràcticament paral·leles. Es tracta d’un plegament amfipàtic: a la cara interior hi ha un nucli hidrofòbic, mentre que la cara exterior de les hèlix és polar.

A la imatge veiem dos dominis 4 helix-bundle perpendiculars.

[image: image4.jpg]


-Globin-like

Està format per cinc hèlixs alfa, creuades entre elles de la següent manera:

Normalment hi ha 3-4 hèlixs que es troben enfrontades pel davant (amb 

un angle de 20º entre elles) i dues hèlixs creuant per darrera, amb un 

angle d’inclinació de 501 entre elles.

Els grups heteroàtoms, com el del grup hemo, es troben al centre del 

centre actiu.

A la imatge veiem també dos dominis tipus globina.

2) TOT 
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-Barril beta

Està format per una cadenes beta que prenen una estructura supersecundària de beta meandres, que es van replegant fins que es tanquen formant una forma de barril. Té característiques amfipàtiques, ja que la cara dels barril exposada a l’exterior és hidrofílica, mentre que els residus orientats capa a la cara interna són hirofòbics.

-Sandwich-greek-key

La proteïna està formada per una sola cadena, que presenta dos dominis. Cada domini correspon a un sandwich-greek-key. Aquesta estructura però està formada per un greek-key deformat, ja que la segona cadena beta la primera fulla beta ha passat a interaccionar amb la segona fulla beta.

En el cas de la -cristal·lina, que estem analitzant,  cadascun d’aquests dos greek-key correspon a un exó diferent, de manera que es produeix una correspondència entre l’estructura i la seqüència del DNA.
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--Propeller

Està format per fulles beta disposades en aspa que es succeeixen formant cercle de forma “abarrilada”. Aquestes fulles beta estan formades per beta-meandres. De manera que el -propeller correspon a un super-barril de 6 -meandres.
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-Jelly-roll

Es genera mitjançant el plegament d’un hairpin molt gran, constituït per 3 cadenes beta a cada cara del hairpin.

El podem distingir del barril beta perquè en aquest es donen creuament per sobre del barril, ja que per a cada connexió d’una cadena beta amb la següent es creua el barril. A més, es pot observar com la última cadena beta estableix pont d’hidrogen amb la última cadena, la segona amb la penúltima i així successivament. (visualitzable fàcilment amb l’opció display group del Rasmol).
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3)i 

-Open-sheet- alfabeta

Es caracteritza per presentar un fulla beta rodejada a banda i banda 

per alfa-hèlixs.
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-TIM-barril

És un barril fet per làmines beta, que es troba envoltat per hèlixs alfa. Les fulles beta són totes hidrofòbiques, mentre que les hèlixs alfa són amfipàtiques: exposen una cara hidrofòbica cap a les fulles beta i una cara hidrofílica cap a l’exterior. D’aquesta manera s’aconsegueix una doble capa que permet que aquesta estructura sigui molt més estable que el barril beta.

Donada la seva estabilitat, el TIMbarril és un dels dominis més emprats i conservats, prenent funcions molt diverses, malgrat que hi hagi grans canvis en la seqüència. S’havia postulat que es tractava d’un cas de convergència evolutiva tot i que més actualment s’ha vist que en totes aquestes estructures existeix un anceste comú.
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-Alfa-més-beta

És el plegament de la ribonucleasa. Està format per hèlixs-alfa i beta-làmines, però que no es troben alternades en l’estructura, sinó que aquests es troben separats. 

A la imatge, les 3 hèlixs estan per davant, mentre que les dues fulles beta, formades per tres cadenes beta, respectivament, discorren per darrera de les hèlixs.

PROBEMES

**Identifica 10 plegaments del directori PDB que es troba a la practica_1. Crea una imatge i raona l’estructura i perquè creus que té aquest plegament. Com es troben les residus polars i  hidrofòbics?

PDB1FEM.ENT

· [image: image12.jpg]


Creació de la imatge: aquesta visualització s’ha fet amb l’opció colours group de Rasmol.  Per veure l’orientació de les cadenes, ho visualitzem en  dysplay cartoons.
· Nombre de cadenes: 1

· Plegament: es tracta d’un barril-beta.

L’estructura és de la classe tot , si bé també hi ha   

una hèlix alfa a l’extrem N-terminal (a la imatge en 

color verd). És un barril-beta, format per 8 cadenes 

beta anti-paral·leles, que s’agrupin en beta meandres, 

que s’arrepleguen formant el barril. L’última cadena 

beta queda al costat de la primera cadena beta. No hi 

ha creuaments de loops que passin a través de la 

llum del barril (amb la qual cosa descartem que 

estigui format per un greek-key). Al centre es cera un 

espai buit.

· [image: image13.jpg]
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Distribució de la polaritat dels residus:

             Per visualitzar-la donem les següents comandes:


$ select polar


$ color red


$ select hydrophobic


$ color green

           De manera que els residus polars estan marcats a la 

     imatge en color vermell i els apolars en color verd.

     (Això és també vàlid per a les proteïnes restants).  

      Pel que fa a aquesta proteïna, veiem que hi ha una 

alternància de residus polars i apolars en les cadenes   

[image: image15.jpg]


            beta del barril. Aquesta alternància permet que la 

            fulla beta tingui una cara hidrofílica i una d’hidrofòbica.  

            Si ho mirem en sticks o wireframe veiem que els 

            residus polars estan orientats cap a fora i els apolars 

          cap a l’interior del barril, creant un nucli hidrofòbic.

PDB1GKY.ENT
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· Creació de la imatge: aquesta visualització s’ha fet amb l’opció  colours structure de Rasmol.  Per veure l’orientació de les cadenes, ho visualitzem en dysplay cartoons.

· Nombre de cadenes: 1

· Plegament: es tracta d’un open-sheet-alfabeta.

L’estructura és de la classe tot .


Hi ha una alternància en seqüència de la cadenes 

beta amb les hèlixs. 

El plegament és d’open-sheet ja que es pot veure 

com hi ha una làmina- central (formada per quatre 

cadenes beta, envoltada als costats per hèlixs-.
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· Polaritat:
             (Generació de la imatge: Veure proteïna anterior.)


La fulla beta és, en termes generals, de caràcter 

hidrofòbic.

Les hèlixs són amfipàtiques: la cara polar està 

orientada cap a l’interior de la proteïna (cap a la fulla 

beta) i la part polar està orientada cap a l’exterior del 

plegament.
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PDB1NEU.ENT
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· Imatge: s’ha fet amb l’opció colours group i dysplay cartoons de Rasmol.

· Nombre de cadenes: En aquest pdb hi ha dues cadenes diferents. El fragment vermell de la imatge no correspon a la proteïna.

· Plegament: Sandwich-geek key
             Visualitzant amb colours structure veiem que està   

format en la seva totalitat per cadenes beta. És 

doncs de la classe tot .

             La imatge que es presenta és en group, per tal de 

mostrar com s’agrupen les cadenes beta. Les 

cadenes són antiparal·leles.
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· Distribució de la polaritat dels residus:

Hi ha una alternància de residus polars i apolars. 

Els polars s’orienten cap a l’interior i els polars cap a 

l’exterior.

[image: image21.jpg]



PDB1OPA.ENT

[image: image22.jpg]



· Imatge 1: colours chain
En aquest pdb hi ha dues cadenes cristal·litzades.

· [image: image23.jpg]


Imatge 2: Colours group

· Plegament: Barril-beta

És de la classe tot beta. Està format per 10 cadenes 

beta, antiparal·leles entre si. Formen beta meandres 

que s’agrupen tancant-se en una barril.

Descartem que sigui un jelly-roll perquè no hi ha 

loops que creuin la llum del barril.


Addicionalment, a l’extrem carboxi-terminal hi ha 

dues hèlixs alfa.

[image: image24.jpg]



· Imatge 3: select polar, color red

Select hydrophobic, color green
· Polaritat:

Hi alternància de residus polars i apolars.

Els polars s’orienten cap a fora i els hidrofòbics 

cap a dins.

[image: image25.jpg]



PDB1RCN.ENT
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· Imatge: dysplay cartoons i colours structure.
· Nombre de cadenes: 1

· Plegament: alfa-més-beta

La proteïna conté hèlixs alfa i cadenes beta. Ara bé, 

totes les hèlixs alfa es troben agrupades a un cantó 

(a la part superior de la imatge) i les cadenes beta a 

una altre (a la part inferior).

Ho diferenciem del plegament tipus alfa/beta perquè 

aquí no hi ha alternància de cadenes beta i 

hèlixs-alfa en la seqüència.

[image: image27.jpg]



· Polaritat dels residus:
Hi ha una certa alternància de residus polars i 

apolars a les làmines beta.

Pel que fa a les hèlixs, tenen un cert caràcter 

amfipàtic.

[image: image28.jpg]



PDB1SMD.ENT
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· Imatge: cartoons i dysplay structure.
· Nombre de cadenes: 1

· Plegament: alfa/beta
Es combinen cadenes beta amb hèlixs alfa. A 

diferència de la proteïna anterior, les estructures es 

troben alternades en la succesió de la seqüència.  

Trobem una cadena beta, seguida d’una hèlixs i a 

continuació una altra cadena. En aquest cas és del 

tipus right-handed).

· [image: image30.jpg]


Polaritat:
Les cadenes beta són majorment hidrofòbiques, 

      mentre que les hèlixs tenen caràcter amfipàtic, 

amb la cara hidrofílica orientada cap a l’exterior.

PDB4ICB.ENT
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· Imatge: Dysplay ribbons i Colours group.
· Nombre de cadenes: 1
· Plegament: 4-helix bundle

És del tipus tot-, Hi ha quatre hèlixs, amb una  

inclinació d’una 20º entre elles.

[image: image32.jpg]



· Polaritat:


Hi ha una amfipatia de la hèlixs. Els residus 


apolars es troben al centre del plegament, de 


manera que el centre és hidrofòbic. A la cara 


externa hi ha els residus hidrofílics.

[image: image33.jpg]



PDB5TIM.ENT
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Imatge 1: colours chain
· Nombre de cadenes: en aquesta imatge e fa palès que hi ha dues cadenes presents.

[image: image35.jpg]



· Imatge 2: colors structure
· Plegament: TIM-Barril

       És de la classe alfa/beta. Hi ha hèlixs i làmines 


       beta alternades entre si. 

              S’observa l’estructura típica de TIM barril: un 

  barril de làmines beta central, envoltat per hèlixs 
  a l’exterior.


       En aquest PDB cada cadena correspon a un TIM 
       barril.

[image: image36.jpg]



· Polaritat:
Les cadenes beta són apolars i les hèlixs són 

      amfipàtiques, amb els residus apolars orientats 


cap al barril i els polars cap a l’exterior.

Hi ha doncs una doble capa hidrofòbica. Aquesta 

disposició dóna molta estabilitat a aquest 

plegament, fet que explica que estigui tan extès.
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PDB8FAB.ENT
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·  Imatge 1: dysplay chain
· Nombre de cadenes: 4
      En aquest cas veiem com la proteïna està 

            formada per 4 cadenes separades, cadascuna de               

            les quals està representada amb un color diferent 

            en la imatge de l’esquerra.

[image: image39.jpg]



· Imatge 2: Comandes empredes per generar-la:

dysplay wireframe

wireframe off

select *A

cartoons

                   dysplay structure
· Plegament: Sandwich greek-key. Immunoglobulin-like.

Hem seleccionat una de les cadenes i 

n’estudiem el plegament. 

Cada cadena té dos sandwich greel-key.
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· Distribució de la polaritat
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Imatge: Dysplay ribbons i Colours structure.
· Nombre de cadenes: 1
· Plegament: alfa/beta

Hi ha un fulla beta central rodejada de cadenes 

alfa.

[image: image43.jpg]



· Polaritat:


       La fulla beta és majorment hidrofòbica, mentre 

       que les hèlixs són amfipàtiques, amb la cara      

              apolar orientada cap a l’interior.

[image: image44.jpg]200t 3ot Toaw 1spa

-25

w0




PRÀCTICA 3:

ALINEAMENT DE SEQÜÈNCIES I CERCA D’HOMOLOGIA REMOTA

3.1 BUSCA DE L’ESTRUCTURA A PARTIR DE SEQÜÈNCIA

**Descriu com fer servir BLAST i PSI-BLAST amb diferents opcions: Trobar proteïnes homòlogues a un proteïna problema a les bases de dades de seqüència de proteïnes amb estructura coneguda.

ESQUEMA GENERAL:

- Si l’estructura d’una proteïna és coneguda, a partir de la seva seqüència podem obtenir-ne l’estructura, mitjançant la introducció de la seqüència a la base de dades PDB (Protein Data Bank).

- Però hi ha casos en que l’obtenció de l’estructura d’una proteïna  a partir de la seva seqüència no es pot obtenir tan directament, ja que l’estructura no es torba disponible al PDB. Cal fer doncs, passos intermediaris per tal d’esbrinar la seva estructura:

- Es pot fer una cerca de proteïnes homòlogues a una base de dades de proteïnes com Swissprot 

- Es poden cercar homòlegs remots a través de:  PSI-BLAST





                                         BLAST + CLSUTALW 

D’aquesta manera podrem obtenir un perfil per realitzar una cerca a la base de dades de proteïnes.

A) BLAST. CLUSTALW

BLAST

El programa BLAST compara la proteïna problema contra les proteïnes de la base de dades especificada (PDB, Swissprot), mitjançant l’alineament de paraules generades a partir de la proteïna problema contra les paraules existents a tota la base de dades. Presenta els alineament que donin un score més alt, amb un nivell d’esperança menor (E-value). La manera de fer-lo servir és la següent:

Primerament copiem al directori de treball els fitxers necessaris per a aquesta pràctica:

$cp /disc9/practica_3/BLAST/globin/hbb_tarsy.sw .

Mirem quines opcions presenta BLAST:

$/disc9/BLAST/EXE/blastall -


-p ( programa que fa servir



-d ( base de dades (PDB, Swissprot)


-i  ( seqüència problema (input)


-o ( proteïnes homòlogues trobades, de sortida (output)

Executem una cerca de les proteïnes homòlogues a la nostra proteïna problema (hbb_tarsy.sw) mitjançant un BLAST de proteïnes (blastp) a través de la base  de dades PDB, i una segona cerca a Swissprot:

$/disc9/BLAST/EXE/blastall -p blastp -i hbb_tarsy.sw -d /disc9/DB/blast/pdb 

-o blast_pdb.out 

$/disc9/BLAST/EXE/blastall -p blastp -i hbb_tarsy.sw –d /disc9/DB/blast/swissprot -o blast_sw.out

Per tal de construir un perfil, seleccionem les seqüències més llunyanes que hem obtingut de la cerca. (Agafem les més llunyanes per garantir que el perfil correspongui només a les parts més conservades).

sp|P02008|HBAZ_HUMAN HEMOGLOBIN ZETA CHAIN                   97  2e-20

sp|P13786|HBAZ_CAPHI HEMOGLOBIN ZETA CHAIN                   96  3e-20

sp|P02020|HBA_LEPPA HEMOGLOBIN ALPHA CHAIN                   96  4e-20

Entrem a la pràgina web www.expasy.org per tal d’obtenir les seqüències en format FASTA d’aquestes tres proteïnes. Cliquem a GO i seguidament a FASTA format. Ho grabem en els següents fitxers.

HBAZ_HUMAN.fa

      HBAZ_CAPHI.fa

      HBA_LEPPA.fa  

Unim les tres seqüències abans trovadse més la problema en el fitxer llistat.fa, gràcies a la comanda cat:

cat hbb_tarsy.sw >> llistat.fa

cat HBAZ_HUMAN.fa >> llistat.fa

cat HBAZ_CAPHI.fa >> llistat.fa

cat HBA_LEPPA.fa >> llistat.fa

Així aconseguim el següent fitxer (llistat.fa):

>gi|122699|sp|P13557|HBB_TARSY HEMOGLOBIN BETA CHAIN

MVHLTAEEKAAVTALWGKVDVEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSTPAAVMSNAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

>sp|P02008|HBAZ_HUMAN Hemoglobin zeta chain (HBAZ) - Homo sapiens (Human).

SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHFDLHPGSAQLRAHGS

KVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAARFPADFTAE

AHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

>sp|P13786|HBAZ_CAPHI Hemoglobin zeta chain - Capra hircus (Goat).

SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHFDLHSGSAQLRAHGS

KVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLASHFPADFTAD

AHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

>sp|P02020|HBA_LEPPA Hemoglobin alpha chain - Lepidosiren paradoxus (South American lungfish).

MRFSQDDEVLIKEAWGLLHQIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSANNEKVKHH

GKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAAHYGEKFT

PEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

Un cop disposem d’aquest fitxer,  ja podem executar el programa CLUSTALW

CLUSTALW

Aquest programa ens farà un alineament múltiple de les seqüències en format FASTA que contingui el fitxer que li donem. Un petit resum sobre com executar el CLUSTALW des del Shell:

$/disc9/CLUSTALW/clustalw

Your choice: 1  

Your choice: llistat.fa  

# intorduim les seqüències a alinear

Your choice: 2           

# opció multiple aligment 

Your choice: 1           

# Do complete multiple alignment now (Slow/Accurate)

CLUSTAL-Alignment file created  [llistat.aln]: (enter)
CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment: (enter)

Your choice: x 



# exit. Sortir del programa
La sortida del programa és un alineament múltiple, que suposa un perfil a partir del qual voldrem arribar a l’estructura.

Alineament Múltiple (llistat.aln):

gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWGKVD--VEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFG-DLSTPAAVMS

sp|P02008|      --SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHF--DLHP-----G

sp|P13786|      --SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHF--DLHS-----G

sp|P02020|      -MRFSQDDEVLIKEAWGLLH-QIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSAN-----

                    .  .   .   *  .       * *.* *.    * .. .*  *  *

gi|122699|      NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

sp|P02008|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA

sp|P13786|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLAS

sp|P02020|      NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA

                  ... ** **. *    .  .  .  .   *** *.  * *** **. *   ..  .*

gi|122699|      HFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

sp|P02008|      RFPADFTAEAHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

sp|P13786|      HFPADFTADAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

sp|P02020|      HYGEKFTPEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

                ..   **    .*  * .  .   *   *.

B) PSI-BLAST

Un altre mètode per trobar proteïnes homòlogues a una proteïna problema és el PSI-BLAST (Position Specific Iterated BLAST). Aquest programa executa cerques de BLAST iteradament, de manera que permet generar un perfil a partir d’homòlegs remots.

Per executar PSI-BLAST fem els següents passos:

1. Crear el perfil

Executem la següent comanda:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -d /disc9/DB/blast/pdb -j 2 -C hbb_tarsy.bls1 -o hbb_tarsy.out

On els paràmetres emprats són els següents:

-i   = seqüència d’entrada (hbb_tarsy.sw)

    
-d  = base de dades (pdb)  

    
-j   = té en compte el nombre d'iteracions (2)

    
-C = "Crear perfil" en codi binari (el perfil és hbb_tarsy.bls1)

    
-o  = nom de la sortida generada per PSI-BLAST com a output (hbb_tarsy.out)

Aquesta comanda ha creat un perfil, a partir del qual ha fet una primera cerca de proteïnes homòlogues.

2.Llegir el perfil i fer la primera iteració

$disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -d /disc9/DB/blast/pdb -j 2 -C hbb_tarsy.bls2 -o hbb_tarsy.out2 -R hbb_tarsy.bls1

Hem aplicat un nou paràmetre:

 –R = read

Mitjançant aquest, llegim el perfil abans creat (hbb_tarsy.bls1) i creem un segon perfil (-C hbb_tarsy.bls2), mitjançant la cerca de més proteïnes del PDB que donin una bona puntació al comparar-les amb el perfil creat. Aquestes sortiran reccollides al fitxer hbb_tarsy.out2.

3. Crear el nostre propi perfil i el nostre propi alineament a partir de PSI-BLAST (“PSI-BLAST artesanal”)

- Primer treiem les zones on hi ha asteriscs i la capçalera en l'alineament abans obtingut amb CLUSTALW (fitxer anomenat llistat.aln).   

gi|122699|      MVHLTAEEKAAVTALWGKVD--VEDVGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFG-DLSTPAAVMS

sp|P02008|      --SLTKTERTIIVSMWAKISTQADTIGTETLERLFLSHPQTKTYFPHF--DLHP-----G

sp|P13786|      --SLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHF--DLHS-----G

sp|P02020|      -MRFSQDDEVLIKEAWGLLH-QIPNAGGEALARMFSCYPGTKSYFPHFGHDFSAN-----

gi|122699|      NAKVKAHGKKVLNAFSDGMAHLDNLKGTFAKLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH

sp|P02008|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDDIGGALSKLSELHAYILRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA

sp|P13786|      SAQLRAHGSKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLAS

sp|P02020|      NEKVKHHGKKVVDAIGQGVQHLHDLSSCLHTLSEKHARELMVDPCNFQYLIEAIMTTIAA

gi|122699|      HFGKEFTPQVQAAYQKVVAGVATALAHKYH

sp|P02008|      RFPADFTAEAHAAWDKFLSVVSSVLTEKYR

sp|P13786|      HFPADFTADAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

sp|P02020|      HYGEKFTPEINCAAEKCLGQIVHVLISLYR

Apliquem la comanda: 

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i hbb_tarsy.sw -B align -j 2 -d /disc9/DB/blast/pdb -o hbb_tarsy.out3   

En aquest cas hem aplicat l’opció –B, es tracta d’una opció per donar el nostre propi alineament (align) al PSI-BLAST.
3.2 MODELS OCULTS DE MARKOV (HMMER). PFAM y SMART.

**Descriu com fer servir el mètode de HMM per comparar i alinear seqüències.

Fins ara hem executat PSI-BLAST, de manera que a partir d’una seqüència n’hem obtingut els seus homòlegs. Els hem alineat mitjançant el programa CLUSTALW, i gràcies a les matrius PAM o BLOSUM, comparem el nostre alineament contra les bases de dades. 

El mètode de Hidden Markov Models (HMM) és un mètode probabilístic que calcula, a partir d’un alineament, la probabilitat de trobar un residu determinat en una posició determinada, o la probabilitat que estigui substituït per un altre residu. Podem alinear mitjançant dos procediments: 

· Alinear les seqüències contra aquesta matriu

· Alinear les matrius contra el conjunt de seqüències.

A continuació es descriurà com crear un model de Markov.

Per realitzar la pràctica, gravem des del disc 9:

$cp -r /disc9/practica_3/HMMER .

$cd HMMER

Emprarem el sistema cshrc, per tal d’executar el programa HMM. 
CERCAR UNA BASE DE DADES AMB UN PERFIL DE HMM

HMMBUILD

Primerament hem de crear el perfil HMM a partir de l’alineament inicial. En el nostre cas, aquest alineament es troba en un fitxer anomenat globins50.msf.

Apliquem la comanda:


$ hmmbuild globin.hmm globins50.msf

hmmbuild - build a hidden Markov model from an alignment

HMMER 2.2g (August 2001)

Copyright (C) 1992-2001 HHMI/Washington University School of Medicine

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

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

Alignment file:                    globins50.msf

File format:                       MSF

Search algorithm configuration:    Multiple domain (hmmls)

Model construction strategy:       MAP (gapmax hint: 0.50)

Null model used:                   (default)

Prior used:                        (default)

Sequence weighting method:         G/S/C tree weights

New HMM file:                      globin.hmm

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

Alignment:           #1

Number of sequences: 50

Number of columns:   171

Determining effective sequence number    ... done. [13]

Weighting sequences heuristically        ... done.

Constructing model architecture          ... done.

Converting counts to probabilities       ... done.

Setting model name, etc.                 ... done. [globins50]

Constructed a profile HMM (length 162)

Average score:      283.03 bits

Minimum score:      137.32 bits

Maximum score:      343.50 bits

Std. deviation:      53.21 bits

Finalizing model configuration           ... done.

Saving model to file                     ... done.

//

Aquesta, ha transformat la informació continguda en l’alineament ne un perfil de HMM, que queda arxivat al fitxer globin.hmm
HMMCALIBRATE

Aquesta comanda elimina el biaix en el sistema que es pugui generar degut a la redundància d’informació que tingui l’alineament. Examina les seqüències una per una i elimina la informació de les que trobi repetides. Per aquest motiu, es tracta d’un pas que requereix un cert temps de càlcul.


$ hmmcalibrate globin.hmm

HMMSEARCH

A partir del perfil creat i calibrat, amb aquesta comanda executem un programa que utilitza aquest perfil d’HMM i busca en una base de dades de seqüències donada les seqüències que obtinguin la millor puntuació més alta al aplicar el perfil.

Farem aquesta cerca en diferents bases de dades:

· Artemia.fa

· Swissprot
· PDB
Artemia.fa  és un fitxer que conté un conjunt de seqüències entre les quals hauríem de trobar-hi les globines, tot i que no es tracta d’una base de dades tan complerta com Swissprot,  PDB o nr.

La següent comanda executa hmmsearch amb el perfil globin.hmm abans creat contra la base de dades (Artemia.fa o swissprot).

$ hmmsearch globin.hmm Artemia.fa


$ hmmsearch globin.hmm /disc9/DB/blast/swissprot > globin.sw &

En el segon cas hem redireccionat la sortida al fitxer globin.sw. Aquest conté un l’alineament consens de les seqüències de la base de dades que hagin obtingut una major puntuació amb el perfil de HMM. (S’adjunta un d’aquests alineaments a tall d’exemple).

Alignments of top-scoring domains:

gi|122640|sp|P02055|HBB_MELME: domain 1 of 1, from 1 to 146: score 338.8, E = 9.1e-98

                   *->vilealvnssShLSaeekalVkslWYgKVegnaeeiGaeaLgRlFvv

                      v          hL+aeek++V+slW gKV  n++e+G+eaLgRl+vv

  gi|122640|     1    V----------HLTAEEKSAVTSLW-GKV--NVDEVGGEALGRLLVV 34   

                   YPwTqryFphFgdLssldavkgspkvKaHGkKVltalgdavkhLDdtgnl

                   YPwTqryF++FgdLs++dav+g+pkvKaHGkKVl+++++++k+LD+   l

  gi|122640|    35 YPWTQRYFDSFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLNSFSEGLKNLDN---L 81   

                   kgalakLSelHadklrVDPeNFklLghvlvvvLaehfgkdftPevqAAwd

                   kg++akLSelH+dkl+VDPeNFklLg+vlv+vLa+hfgk+ftP+vqAA++

  gi|122640|    82 KGTFAKLSELHCDKLHVDPENFKLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPQVQAAYQ 131  

                   KflagvanaLahKYr<-*

                   K++agvanaLahKY+   

  gi|122640|   132 KVVAGVANALAHKYH    146  

PFAM. CERCAR UNA SEQÜÈNCIA CONTRA BASES DE DADES DE PERFILS HMM 

Les bases de dades de models de Markov, tals com PFAM (Protein Families data base of aligments and HMMs) són bases de dades consta d’una col·lecció d’alinemants múltiples seqüències homòlogues i perfils de Markov per a cada una de les principals famílies de proteïnes i dominis proteics, és a dir que s’han agrupat les proteïnes homòlogues, s’han alineat i se n’ha calculat el seu perfil, que mitjançant una nova cerca de proteïna homòlogues s’ha anat millorant. Aquesta base de dades és útil per determinar a quina família pertany una proteïna problema.

Ara es tracta de fer el pas contrari al que hem descrit abans, és a dir, partim d’una seqüència problema i busquem sobre un conjunt de models de Markov quin és el model que s’hi assembla més, és a dir, el perfil HMM que li dóna un score major. 

Podem accedir a Pfam per : /disc9/DB/pfam

Pfam es pot executar a dos nivells:

-opció –A: automàtic. Conté tota la informació de les seqüències, indepentdentment de si són o no conegudes. 

-opció –B: manual. S’escullen les seqüències que coneguem.

CONCATENAR

Executem les següents comandes:
$ hmmbuild rrm.hmm rrm.slx

$ hmmbuild fn3.hmm fn3.slx

$ hmmbuild pkinase.hmm pkinase.slx

$ cat rrm.hmm fn3.hmm pkinase.hmm > myhmms

Hem creat un sol fitxer que conté una petita base de dades amb els perfils de HMM creats.

Aquí se li pot aplicar la comanda per calibrar-los:


$ hmmcalibrate myhmms

HMMBUILD –A

Construim els perfils mitjançant l’opció –A (automàtica), abans explicada.

$ hmmbuild –A rrm.hmm rrm.slx

$ hmmbuild –A fn3.hmm fn3.slx

$ hmmbuild –A pkinase.hmm pkinase.slx

$ cat rrm.hmm fn3.hmm pkinase.hmm > myhmms

I es calibren els perfils:


$ hmmcalibrate myhmms

El fitxer myhmms, conté els perfils de hidden markov :

HMMER2.0

NAME  rrm

DESC  

LENG  72

ALPH  Amino

RF    no

CS    no

MAP   yes

COM   ../src/hmmbuild -F rrm.hmm rrm.slx

COM   ../src/hmmcalibrate rrm.hmm

NSEQ  70

DATE  Wed Jul  8 08:13:25 1998

CKSUM 2768

XT      -8455     -4  -1000  -1000  -8455     -4  -8455     -4 

NULT      -4  -8455

NULE     595  -1558     85    338   -294    453  -1158    197    249    902  -1085   -142    -21   -313     45    531    201    384  -1998   -644 

EVD   -53.840649   0.214434

HMM        A      C      D      E      F      G      H      I      K      L      M      N      P      Q      R      S      T      V      W      Y    

         m->m   m->i   m->d   i->m   i->i   d->m   d->d   b->m   m->e

          -21      *  -6129

     1  -1234   -371  -8214  -7849  -5304  -8003  -7706   2384  -7769   2261   -681  -7660  -7694  -7521  -7816  -7346  -5543   1527  -6974  -6639     1

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294   -249 

     -    -11 -11284 -12326   -894  -1115   -701  -1378    -21      * 

     2  -3634  -3460  -5973  -5340   3521  -2129  -4036   -831  -2054  -1257  -2663  -4822  -5229  -4557  -4735  -1979  -1569  -1476  -3893   3439     2

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294   -249 

     -    -11 -11284 -12326   -894  -1115   -701  -1378      *      * 

(…)      
HMMPFAM

És la comanda per la qual busquem una o més seqüència contra la base de dades de HMM.


$ hmmpfam myhmms 7LES_DROME


$ hmmpfam /disc9/DB/pfam/Pfam 7LES_DROME > 7LES_DROME.pfam &

En el primer cas ho hem fet contra la base de dades HMM anteriorment creada (myhmms), i en segons lloc, contra Pfam. En el segon cas, al haver-hi un temps de càlcul major, ho deixem executant-se ne background (&).

HMMALIGN

Alinea un conjunt de seqüències respecte al model de HMM. Aquest mètode és molt més ràpid que els alineaments a través de ClustalW. Això possibilita fer alineament múltiple amb un nombre molt superior de seqüències que ClustalW. En aquest cas en tenim 630. ClustalW no podria alinear un nombre tan gran de seqüències.

$ hmmalign -o globins630.ali globin.hmm globins630.fa

El paràmetre –o serveix per especificar el nom de l’output, a continuació es dóna el nom de la base de dades de perfils HMM i finalment el fitxer amb el conjunt de seqüències a alinear.

Es mostra un fragment del fitxer globins630.ali. Té les 630 seqüències alineades.

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

BAHG_VITSP        ...................................M------..-----L

GLB1_ANABR        .................................psV-----Q..GAAAQL

GLB1_ARTSX        ............................ervdpitG------..-----L

GLB1_CALSO        ...................................V------..------

GLB1_CHITH        ..................................gP------..------

GLB1_GLYDI        ...................................G------..-----L

GLB1_LUMTE        ..........................eclvteglkV------..------

GLB1_MORMR        ...................................PIVD--S..GSVSPL

GLB1_PARCH        .........................ggtlaiqshgD------..-----L

…

PSI-BLAST vs. HMM

Ambdós programes són mètodes que permeten trobar proteïnes homòlogues a partir d’una seqüència problema donada i fer-ne un alineament. Però el mètode pel qual ho fan és diferent.

PSI-BLAST crea proteïnes que presentin una alta puntuació a través de matrius de pesos (PSSM) (Position Specific Weigh Matrix), a partir de les quals crea un perfil, que utilitza per buscar més homòlegs remots i refinar el sistema fins que el perfil obtingut recull la informació de tots els membres d’una família. Un cop es tene, l’alineament múltiple es fa amb programes com ClustalW.

Els Models Ocults de Markov, per contra, són models probabilístics que creen un perfil HMM, a partir del qual es busquen les proteïnes que més hi encaixin.

PFAM vs. SWISSPROT

La base de dades PFAM (Protein Families data base of aligments and HMMs) consta d’una col·lecció d’alinements múltiples seqüències homòlogues i perfils de Markov per a cada una de les principals famílies de proteïnes i dominis proteics, creada a partir de l’agrupació de proteïnes homòlogues, posterior alineament i càlcul del seu perfil HMM.

Swissprot és una base de dades de proteïnes amb un nombre d’anotacions molt superior. Conté informació de les proteïna tal com: la seva seqüència en format FASTA, la descripció de la seva funció, la seva estructura en dominis, les modificacions post-traduccionals, les variants de la proteïna... 

Però no presenta una classificació per famílies amb perfils de HMM, sinó que les famílies estan simplement anotades per un nom d’entrada comú.

PRÀCTICA 4:

SUPERPOSICIÓ ESTRUCTURAL i CARACTERITZACIÓ DE PLEGAMENTS

4.1 XAM

CÀLCUL DEL RMSD ENTRE ESTRCUTURES SECUNDÀRIES

Hi ha dues maneres de fer una alineament estructural:

· Alineament estructural manual: especifiquem residus que volem superposar entre si.

· Alineament estructural auromàtic: el propi programa superposa els residus de la millor manera psooible, i després els alinea.
El programa XAM realitza aquesta superposició a través de la minimització de la funció RMSD (Root Mean Square Deviation.

di2 = |Xi -R(yi)|2

Cerca un valor de R per qual la distància d sigui la mínima possible.

Comencem gravant els fitxers necessaris per a la pràctica:


$ cp -r /disc9/practica_4/XAM .


$ cd XAM

En aquest directori tenim quatre hèlixs diferents. L'objectiu de la pràctica és superposar-les.

helix1.pdb  

helix2.pdb 

helix3.pdb 

helix4.pdb

Executem el programa XAM:

$ /disc9/Superposition/xam/xam

SUPERPOSICIÓ HÈLIXS 3 i 4

- Primerament hem superposat les hèlix 3-4.

(S’adjunta el fitxer de sortida: o1):

# helix3.pdb                                                  

# helix4.pdb                                                  

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

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

#

#   

#   

#   RMSD table

#   

#         1    2

#  1        0.31 

#  2  0.00       

#

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

#

#  residues considered        :     1..  8

#

#  num. of residues considered:     8  ( 57%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.31  0.00 A  (0.31..0.31 A)

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

#

#  The meaning of the first five columns is:

#    BB(local), Heavy(local), BB(global), Heavy(global), SC(side chain)

   5

  1  0.00  0.00  0.47  0.00  3.88     LYS                         

  2  0.15  0.00  0.30  0.00  3.11     PRO                         

  3  0.12  0.00  0.24  0.00  2.98     CYS                         

  4  0.13  0.00  0.23  0.00  1.27     LEU                         

  5  0.06  0.00  0.31  0.00  4.90     MET                         

  6  0.09  0.00  0.18  0.00  2.21     ASP                         

  7  0.08  0.00  0.12  0.00  1.81     LEU                         

  8  0.09  0.00  0.44  0.00  4.13     HIS                         

  9  0.13  0.00  0.40  0.00  4.87     GLN                         

 10  0.09  0.00  0.20  0.00  3.40     THR                         

 11  0.16  0.00  0.30  0.00  5.49     TYR                         

 12  0.17  0.00  0.80  0.00  5.53     LEU                         

 13  0.47  0.00  0.74  0.00  5.38     LYS                         

 14  0.00  0.00  1.21  0.00  1.76     ALA                         

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

#

[image: image45.jpg]3dh 6ldh





A la matriu veiem en la superposició entre les hèlixs 3 i 4 l’RMSD resultant és de 0.31.

També obtenim un output corresponent a un arxiu on la superposició és visulitzable amb el Rasmol.

bash-2.05b$ /disc9/bin/rasmol helix_3_4.pdb
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SUPERPOSICIÓ HÈLIXS 1-2

Procedim de la mateixa manera, obtenint el següent output:

bash-2.05b$ more o2

# helix2.pdb

# helix3.pdb

[image: image47.jpg]



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

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

#

#

#

#   RMSD table

#

#         1    2
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#  1        0.29
#  2  0.00

#

Així doncs, el valor mínim de RMSD entre les hèlix2 i 3 és de 0.29.

SUPERPOSICIÓ HÈLIXS 1-2-3-4

Finalment, superposem les totes les hèlixs: 1-2-3-4. 

D’aquesta última superposició n’adjuntem l’execució de XAM:

 Output file name                            : o3
(nom de l’output)

 Input file list? or <cr>                    :

(donem l’entrada dels pdb)

 Structure   1 or <cr> : helix1.pdb
 Structure   2 or <cr> : helix2.pdb
 Structure   3 or <cr> : helix3.pdb
 Structure   4 or <cr> : helix4.pdb
 Structure   5 or <cr> :

 Open file:

 helix1.pdb

 REMARK TITLE

 Total residues:  23 total atoms:  199 in structure:   1

 Open file:

 helix2.pdb

 ATOM    304  N   SER    37      -9.461 213.395  81.694

 Total residues:  18 total atoms:  150 in structure:   2

 Open file:

 helix3.pdb

 ATOM      1  N   LYS     1     -30.968 220.204  69.410

 Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   3

 Open file:

 helix4.pdb

 ATOM      1  N   ARG     1      -9.673 209.345  81.811

 Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   4

 Total molecules:   4 total groups:   1

 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,

 7=SURFACE_NO_ATOM, 8=SURFACE_WITH_ATOM,

 9=RADIUS_OF_GYRATION, 10=RINGSHIFT, 0=STOP: 1

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

 BB atoms are listed above, if yes <cr>      :

 Cyclopeptide? default is not, if OK <cr>    :

 RMSD of 1st str. to the rest? default is not:

 Output file for superimposed struc.? or <cr>:

 Output file for mean structure? or <cr>     :

 Fragments for superposition, (default: all)

 first & last residue of frag.  1: 7 14

 first & last residue of frag.  2:

 Selected residues for SC? filename or <cr>:

 Molecule  2 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 37 44

 first & last residue of frag.  2:

 Molecule  3 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 1 8

 first & last residue of frag.  2:

 Molecule  4 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 1 8

 first & last residue of frag.  2:

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Warning: no calculations for heavy atoms, its number not equal in molecule  2

 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,

 7=SURFACE_NO_ATOM, 8=SURFACE_WITH_ATOM,

 9=RADIUS_OF_GYRATION, 10=RINGSHIFT, 0=STOP: 1

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

 BB atoms are listed above, if yes <cr>      :

 Cyclopeptide? default is not, if OK <cr>    :

 RMSD of 1st str. to the rest? default is not:

 Output file for superimposed struc.? or <cr>: helix_1_2_3_4.pdb

 Output fmt 1=DG,2=PDB,3=AMBER,4=bPDB,5=GSF,<cr>=DG 4

 Key words (4 lettes, e.g., 5PTI) :

 A (all atoms) or S (superimposed)? <cr>=A

 Output for BB or Heavy superim.? B/H <cr>=B

 Output file for mean structure? or <cr>     :

 Fragments for superposition, (default: all)

 first & last residue of frag.  1: 7 14

 first & last residue of frag.  2:

 Selected residues for SC? filename or <cr>:

 Molecule  2 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 37 44

 first & last residue of frag.  2:

 Molecule  3 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 1 8

 first & last residue of frag.  2:

 Molecule  4 has different length!

 If the fragments for superimp. are different, give the ranges, otherwise <cr>

 first & last residue of frag.  1: 1 8

 first & last residue of frag.  2:

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 Atom order not checked, because of different molecular lengthes or identifying atoms to be displayed!

 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,

 7=SURFACE_NO_ATOM, 8=SURFACE_WITH_ATOM,

 9=RADIUS_OF_GYRATION, 10=RINGSHIFT, 0=STOP: 0
STOP Oh, XAM! statement executed

Un cop executat, visualitzem la matriu que s’ha generat a la sortida (o3):

# helix1.pdb

# helix2.pdb

# helix3.pdb

# helix4.pdb

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

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

#

#
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#

#   RMSD table

#

#         1    2    3    4

#  1        0.29 0.29 0.26

#  2  0.00       0.29 0.26

#  3  0.00 0.00       0.31

#  4  0.00 0.00 0.00

#

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

  C3'  O3'

#

#  For molecule     1

#  residues considered        :     7.. 14

#

#  For molecule     2

#  residues considered        :    37.. 44

#

#  For molecule     3

#  residues considered        :     1..  8

#

#  For molecule     4

#  residues considered        :     1..  8

#

#

#  num. of residues considered:     8  ( 35%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.28 +/- 0.02 A  (0.26..0.31 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

#

#  average rmsd of each struct. to the rest:

#  Structure  1 (BB): 0.28 +/- 0.02 A  (0.26..0.29 A)

#               (H):  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

#  Structure  2 (BB): 0.28 +/- 0.01 A  (0.26..0.29 A)

#               (H):  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

#  Structure  3 (BB): 0.30 +/- 0.01 A  (0.29..0.31 A)

#               (H):  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

#  Structure  4 (BB): 0.28 +/- 0.02 A  (0.26..0.31 A)

#               (H):  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

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

INTERVALS

Hi ha uns rangs o intervals de residus en què la superposició de les hèlixs és millor. Aquests rangs d’aquestes hèlixs són els següents :


Hèlix1 ( 7-14


Hèlix2 ( 37-44


Hèlix3 ( 1-8


Hèlix1 ( 1-8

Els valors de la matriu desitjables s’han de trobar entre 0 i 3.
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Si visualitzem la sortida amb extensió .pdb de Rasmol, veiem que s’ha aconseguit una superposició de les quatre hèlixs. Aquesta superposició és molt bona al centre de la hèlix. Pel que fa als extrems, però s’observa que la hèlix 1 suobresurt respecte a les altres hèlixs, degut a que és més llarga.

4.2 STAMP

**Fes servir STAMP per obtenir un alineament múltiple d’estructures.

STAMP és un porgrama que fa una alineament estructural global. Aplica l’algorisme Nederman & Bunch, és a dir, minimitza el valor de phi per tal d’alinear l'estructura.


( = | di1-dj|+|di2-dj2|...

Com menor sigui phi, menors són les distàncies i major és l’score,  de manera que les proteïnes superposades presenten més similaritat. Per contra, superposar dues estructures no homòlogues suposa molts càlculs combinatorials.

L’algorisme Nederman & Bunch fa un comparació residu per residu sobre com de similars són dues seqüències. Després, agafa el millor camí per tal de saber com de similars són les dues seqüències, de manera que obtenim el millor camí per alinear les dues estructures.

Hi ha tants valors de phi com carbonis alfa presents a la proteïna.

Al final de l’alineament, però, obtindrem una matriu, de la qual n’agafarem un entorn de 10-20 residus, per tal d’evitar un excés de computació.
Gravem en un nou directori els fitxer necessaris per a la pràctica:

$ mkdir PRACTICA_4b

$ mkdir STAMP

$ cd STAMP  

$ cp /disc9/practica_4/STAMP/EXAMPLES/globin.tar .

$ tar xvf globin.tar

Globin.tar conté 6 globines, les quals volem alinear.

globin/

globin/1lh1.pdb

globin/2hhbb.pdb

globin/2lhb.pdb

globin/2hhba.pdb

globin/1ecd.pdb

globin/4mbn.pdb

El programa STAMP fa un alineament estructural global. Per evitar problemes, cal que les proteïnes tinguin el mateix tamany. Comença aquesta superposició estructural a partir d’un alineament de seqüència inicial, que podem obtenir mitjançant el programa CLUSTALW. D’aquesta manera, orientem el programa perquè pugui començar l’alineament.

Globin.domains

Creem el fitxer Globin.domains (dins la carpeta globins). Es tracta d’un fitxer que conté les proteïnes a alinear. Té el següent format:

PROTEINA         CODI USU    CADENA

./1ecd.pdb 

1ecd 

{ALL}

./2hhba.pdb 
2hhba 
{chain A}

./2hhbb.pdb 
2hhbb 
{chain B}

./1lh1.pdb 

1lh1 

{ALL}

./2lhb.pdb 

2lhb 

{ALL}

./4mbn.pdb 

4mbn 

{ALL}

(Si estem interessats amb una única cadena és millor especificar-la, ja que així reduïm la possibilitat d’error).

STAMP

Passem a executar l’STAMP mitjançant la següent comanda:

$ stamp -l globin.domains -rough –n 2 -prefix globin

El parametre  –prefix serveix per especificar el nom dels fitxers a crear. En aquest cas els fitxers creats portaran la capçalera “globin”.

STAMP Structural Alignment of Multiple Proteins

 by Robert B. Russell & Geoffrey J. Barton

 Please cite PROTEINS, v14, 309-323, 1992

Running roughfit.

    Sc = STAMP score, RMS = RMS deviation, Align = alignment length

    Len1, Len2 = length of domain, Nfit = residues fitted

    Secs = no. equivalent sec. strucs. Eq = no. equivalent residues

    %I = seq. identity, %S = sec. str. identity

    P(m)  = P value (p=1/10) calculated after Murzin (1993), JMB, 230, 689-694

     No.  Domain1         Domain2         Sc     RMS    Len1 Len2  Align NFit Eq. Secs.   %I   %S   P(m)

Pair   1  1ecd            2hhba           6.58   2.17    136  141   145  120 114    0  17.54 100.00 0.00911

Pair   2  1ecd            2hhbb           6.92   2.07    136  146   143  124 115    0  20.00 100.00 0.00056

Pair   3  1ecd            1lh1            5.92   2.51    136  153   149  114 102    0  17.65 100.00 0.01238

Pair   4  1ecd            2lhb            6.47   1.89    136  149   145  119 118    0  17.80 100.00 0.00670

Pair   5  1ecd            4mbn            7.46   1.65    136  153   145  131 128    0  20.31 100.00 0.00021

Pair   6  2hhba           2hhbb           8.20   1.44    141  146   147  135 131    0  44.27 100.00 3.68e-24

Pair   7  2hhba           1lh1            6.00   2.27    141  153   153  117 108    0  13.89 100.00 0.04863

Pair   8  2hhba           2lhb            6.54   1.63    141  149   150  120 117    0  35.04 100.00 2.10e-13

Pair   9  2hhba           4mbn            7.78   1.41    141  153   148  135 132    0  26.52 100.00 4.10e-08

Pair  10  2hhbb           1lh1            5.71   2.52    146  153   157  114 103    0  17.48 100.00 0.00708

Pair  11  2hhbb           2lhb            7.13   1.38    146  149   151  126 125    0  27.20 100.00 3.23e-08

Pair  12  2hhbb           4mbn            8.08   1.35    146  153   151  138 137    0  25.55 100.00 1.09e-07

Pair  13  1lh1            2lhb            5.73   2.06    153  149   155  112 100    0  16.00 100.00 0.01929

Pair  14  1lh1            4mbn            6.67   2.33    153  153   156  132 129    0  17.83 100.00 0.00237

Pair  15  2lhb            4mbn            7.14   1.23    149  153   149  130 128    0  25.78 100.00 1.93e-07

Reading in matrix file globin.mat...

Doing cluster analysis...

Cluster:  1 (   2hhba  &    2hhbb ) Sc  8.19 RMS   1.40 Len 147 nfit 133

 See file globin.1 for the alignment and transformations

Cluster:  2 (    4mbn  &    2hhba    2hhbb ) Sc  8.99 RMS   1.32 Len 150 nfit 135

 See file globin.2 for the alignment and transformations

Cluster:  3 (    1ecd  &     4mbn    2hhba    2hhbb ) Sc  8.35 RMS   1.85 Len 148 nfit 123

 See file globin.3 for the alignment and transformations

Cluster:  4 (    2lhb  &     1ecd     4mbn    2hhba    2hhbb ) Sc  8.30 RMS   1.19 Len 154 nfit 117

 See file globin.4 for the alignment and transformations

Cluster:  5 (    1lh1  &     2lhb     1ecd     4mbn    2hhba    2hhbb ) Sc  7.77 RMS   2.49 Len 160 nfit 116

 See file globin.5 for the alignment and transformations

Fruit de la comanda STAMP obtenim  els següents fitxers:

 globin.1     

 globin.2   

 globin.3   

 globin.4

 globin.5    

 globin.mat    

Aquests fitxers presenten a la part de dalt les matrius de superposició i a la part de baix l'alineamnet en   vertical. Per exemple en el fitxer globin.1 :

./2hhba.pdb 2hhba { CHAIN A 

   0.99090   -0.04632    0.12634        -2.28363 

   0.04050    0.99801    0.04824        -0.25737 

  -0.12833   -0.04269    0.99081         2.08336  }

./2hhbb.pdb 2hhbb { CHAIN B 

   0.99104   -0.04488    0.12581        -2.28541 

   0.03924    0.99813    0.04696        -0.19887 

  -0.12769   -0.04161    0.99094         2.10994  }

Alignment score  Sc = 8.188291

Alignment length Lp = 147

RMS deviation after fitting on 133 atoms =  1.400723

Secondary structures are from DSSP

>2hhba   (cluster A) sequence

>2hhbb   (cluster B) sequence

>space 

>2hhba_dssp (cluster A) secondary structure from DSSP

>2hhbb_dssp  (cluster B) secondary structure from DSSP

#T -- '1' = equivalenced residues 

#P -- averaged Pij

#A -- distance between averaged CA atoms in angtroms

#G -- Pij' value

AB ABequiv Pij      Distance Pij'

* iteration 1

 V  ? 

VH ?? 1  0.60700   1.79824   6.27000 

LL ?? 1  0.65200   1.69805   6.72000 

ST ?? 1  0.67700   1.73179   6.97000 

PP ?? 1  0.71400   1.66638   7.34000 

AE ?? 1  0.72900   1.62871   7.49000 

DE ?? 1  0.74800   1.54246   7.68000 

KK ?? 1  0.83100   1.25554   8.51000 

TS ?? 1  0.84100   1.27881   8.61000 

NA ?? 1  0.83400   1.33489   8.54000 

VV ?? 1  0.87300   1.12543   8.93000 

KT ?? 1  0.91200   0.89024   9.32000 

AA ?? 1  0.88800   1.14315   9.08000 

AL ?? 1  0.87200   1.20974   8.92000 

WW ?? 1  0.91000   0.93062   9.30000 

GG ?? 1  0.87900   1.13485   8.99000 

K  ?  

VK ?? 1  0.54500   1.79365   5.65000 

GV ?? 1  0.54300   1.89195   5.63000 

A  ?  

HN ?? 0  0.36800   1.02417   3.88000 

AV ?? 1  0.86400   0.92856   8.84000 

GD ?? 1  0.84600   1.10518   8.66000 

…

ACONVERT

A continuació apliquem la comanda Aconvert per btal de convertir l’alinemanet vertical en un format horitzontal, que el farà més entenedor.

$ aconvertMod2.pl -in b -out c < globin.5 

L’alineament obtingut de manera horitzontal és el següent:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1lh1        --------GALTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKDLFSFLKGTSE

2lhb        PIVDTGSVAPLSAAEKTKIRSAWAPVYSTYETSGVDILVKFFTSTPAAQEFFPKFKGLTT

1ecd        ----------LSADQISTVQASFDKV--K-G-DPVGILYAVFKADPSIMAKFTQFAG-KD

4mbn        ---------VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKT

2hhba       ---------VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-D---

2hhbb       --------VHLTPEEKSAVTALWG-KV-NVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLST

1lh1        --VPQNNPELQAHAGKVFKLVYEAAIQLEVTG-VVVTDATLKNLGSV-HVSKGVADAHFP

2lhb        ADELKKSADVRWHAERIINAVDDAVAS-MD-DTEKMS-MKLRNLSGKHAKSFQVDPEYFK

1ecd        LESIKGTAPFETHANRIVGFFSKIIGE-LP----NIE-ADVNTFVASH-KPRGVTHDQLN

4mbn        EAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKK-KG----HHE-AELKPLAQSHATKHKIPIKYLE

2hhba       --LSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAH-VD----DMP-NALSALSDLHAHKLRVDPVNFK

2hhbb       PDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAH-LD----NLK-GTFATLSELHCDKLHVDPENFR

1lh1        VVKEAILKTIKEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKK---EMDDAA--

2lhb        VLAAVIADTV------A-A--GDAGFEKLMSMICILLRS---AY------

1ecd        NFRAGFVSYMKAH-T-DF-AGAEAAWGATLDTFFGMIFS---KM------

4mbn        FISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKEL--GYQG

2hhba       LLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSK---Y--R---

2hhbb       LLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHK---Y--H---

TRANSFORM

Aquesta comanda transormarà l’alineament en un output gràfic, de manera que podrem visualitzar per Rasmol el resultat de la superposició.

$ transform -f globin.5 -g -o globin.5.pdb

Paràmetres:

      -o : crea l’output

      -g: serveix per especificar les proporcions pel gràfic

TRANSFORM R.B. Russell, 1995

 Using PDB files

 Files will not include heteroatoms

 Files will not include DNA/RNA

 Files will not include waters

 All coordinates will be in file globin.5.pdb

 Domain   1,   1lh1 => to globin.5.pdb (chain A)

 Domain   2,   2lhb => to globin.5.pdb (chain B)

 Domain   3,   1ecd => to globin.5.pdb (chain C)

 Domain   4,   4mbn => to globin.5.pdb (chain D)

 Domain   5,  2hhba => to globin.5.pdb (chain E)

 Domain   6,  2hhbb => to globin.5.pdb (chain F)

RASMOL

Ara ja podem visualtizar per Rasmol el fitxer obtingur: globin.5.pdb
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Imatges de la superposició: la de l’esquerra amb “backbone” i la de la dreta amb “ribbons”.

Podem veure com totes les globines tenen el mateix tipus de plegament (plegament tipus globina), format per cinc hèlixs alfa, agrupant-se tres hèlixs amb una inclinació de 20º i per darrera dues hèlixs inclinades a 50º.

COMPARACIÓ ENTRE ALINEAMENTS

Si comparem l’alineament de seqüència amb l’alineament estructural veiem com al primer molt poca homologia de seqüència. Per contra, la superposició estructural és prou bona. Això és degut a que tot i que la seqüència ha variat, les propietats dels residus es troben conservades per tal de mantenir el mateix plegament.

EXERCICI 1: GLOBINES

Ara superposem aquestes sis globins juntament amb les dues globines més:

 
1a6m.pdb

1mba.pdb

Generem el fitxer globin2.domains:

./1ecd.pdb 1ecd {ALL}

./2hhba.pdb 2hhba {chain A}

./2hhbb.pdb 2hhbb {chain B}

./1lh1.pdb 1lh1 {ALL}

./2lhb.pdb 2lhb {ALL}

./4mbn.pdb 4mbn {ALL}

./1a6m.pdb 1a6m {ALL}

./1mba.pdb 1mba {ALL}

Apliquem les següents comandes:


$ stamp -l globin2.domains -rough -n 2 -prefix globin2


$ aconvertMod2.pl -in b -out c < globin2.7 | more

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1lh1        --------GALTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKDLFSFLKGTSE

2lhb        PIVDTGSVAPLSAAEKTKIRSAWAPVYSTYETSGVDILVKFFTSTPAAQEFFPKFKGLTT

1mba        ---------SLSAAEADLAGKSWAPVFANKNANGLDFLVALFEKFPDSANFFADFK-GKS

1ecd        ----------LSADQISTVQASFDKVK---G-DPVGILYAVFKADPSIMAKFTQFAG-KD

4mbn        ---------VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKT

1a6m        ---------VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKT

2hhba       ---------VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-D---

2hhbb       --------VHLTPEEKSAVTALWG-KV-NVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLST

1lh1        --VPQNNPELQAHAGKVFKLVYEAAIQL-EVTG-VVVTDATLKNLGSV-HVSKGVADAHF

2lhb        ADELKKSADVRWHAERIINAVDDAVA--SMD-DTEKMS-MKLRNLSGKHAKSFQVDPEYF

1mba        VADIKASPKLRDVSSRIFTRLNEFVNNAA---NAGKMS-AMLSQFAKEH-VGFGVGSAQF

1ecd        LESIKGTAPFETHANRIVGFFSKIIGE-----LP-NIE-ADVNTFVASH-KPRGVTHDQL

4mbn        EAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKK-----KG-HHE-AELKPLAQSHATKHKIPIKYL

1a6m        EAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKK-----KG-HHE-AELKPLAQSHATKHKIPIKYL

2hhba       --LSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAH-----VD-DMP-NALSALSDLHAHKLRVDPVNF

2hhbb       PDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAH-----LD-NLK-GTFATLSELHCDKLHVDPENF

1lh1        PVVKEAILKTIKEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKKEMDDAA---

2lhb        KVLAAVIADTV------A-A--GDAGFEKLMSMICILLRS---AY----

1mba        ENVRSMFPGFVASVA--APPAGADAAWTKLFGLIIDALKA----AGA--

1ecd        NNFRAGFVSYMKAH-T-DF-AGAEAAWGATLDTFFGMIFS---KM----

4mbn        EFISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG

1a6m        EFISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGY--

2hhba       KLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSK---YR---

2hhbb       RLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHK---YH---

$ transform -f globin2.7 -g -o globin2.7.pdb

$ rasmol globin2.7.pdb
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    Totes les hèlixs tornen a quedar superposades.
EXERCICI 2: -PROPELLER

A través de la base de dades de proteïnes SCOP, agafem quatre proteïnes que tinguin el plegament -propeller. Escollim dues superfamílies diferents, i agafem dues proteïnes de cada.

Les proteïnes escollides són :

SUPERFAMILIA SIALIDASES: Salmonella sialidasa (2SIL)

                         Influenza neuraminidase (1F8E)

SUPERFAMILIA THERMOSTATE PHYTASES: Bacillus amyloliquefacins (1H61)

                                   Bacillus amyloliquefacins (1CVM)

FITXER propeller.domains:

./1CVM.pdb 1CVM {ALL}

./1F8E.pdb 1F8E {ALL}

./1H6L.pdb 1H6L {ALL}

./2SIL.pdb 2SIL {ALL}

Executem, de manera encadenada les tres comandes:

$ stamp -l propeller.domains -rough -n 2 -prefix propeller

$ aconvertMod2.pl -in b -out c < propeller.3 | more

Otenim l’alineament horitzontal següent:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1F8E       RDFNNLTKGLCTINSWH-IYGKDNAVRIGEDS----------------DVL--VTREPYV

2SIL       ----------------TVEKSV-VF--KAEGEHFTDQKGNTIVGSGSGGTTK-YFRIPAM

1CVM       -------KLSDPYHFTVNAAAE-TE--P--V------------------DTAGDAADDPA

1H6L       -------KLSDPYHFTVNAAAE-TE--P--V------------------DTAGDAADDPA

1F8E       S-CD-P--DECRFYALSQGTTIRGKHSNGTIHDRSQYRALIS---W--PLSSPPTVYNSR

2SIL       CT-T-SK-GTIVVFADAR--------HN-TASDQS-FIDTAAARSTDGGKTWN-----KK

1CVM       IWLDPKNPQNSKLITTN----------------K--KSGLAVY---S--LEGK----MLH

1H6L       IWLDPKNPQNSKLITTN----------------K--KSGLAVY---S--LEGK----MLH

1F8E       VEC----------IGWSSTSCHD------GKTRMSICI-S--------------GPNNNA

2SIL       IAIYNDRVNSKLSRVMDPTCIVANI--QGRETILVMVGKWNNNDKTWGAYRDKAP-DTDW

1CVM       -SYH--------TGKLNNVDIRYDFPLNGKKVDIAAASNRS---------------EGKN

1H6L       -SYH--------TGKLNNVDIRYDFPLNGKKVDIAAASNRS---------------EGKN

1F8E       SAVIW-Y-------NRRPV----TE-I---N-TWARNILRTQESECVC--HNGVCPVVFT

2SIL       DLVLYKSTDD--GVTFSKVE--TNIHDIVTKNGTI-SAMLGGVGSGLQL-NDGKLVFPVQ

1CVM       TIEIYA-I-DGKNGTLQSITDPNRPI-A---S-AI-DEV-YG-FSLYHSQKTGKYYAMVT

1H6L       TIEIYA-I-DGKNGTLQSITDPNRPI-A---S-AI-DEV-YG-FSLYHSQKTGKYYAMVT

1F8E       D-----GSATGPAETRIYYF-K-----EGKILK-WEPLAGTAK-HIEECSCYGERAEITC

2SIL       MVRTKNITT--VLNTSFIYSTDG-----IT-WSLPSGY-CEG-FGS-ENNIIEFNASLVN

1CVM       G-------K--EGEFEQYELN-ADKNGYIS-GKK-VRA-FKMNSQTEGMAADDE--YGSL

1H6L       G-------K--EGEFEQYELN-ADKNGYIS-GKK-VRA-FKMNSQTEGMAADDE--YGSL

1F8E       TCRDNWQGSNRPVIR--IDPVAMTHT-S----QYICS-P-VLTDNPRPNDPTVGKCNDPY

2SIL       NIR--N-SGLRRSFETKD---FG-KTWTEFPPMDKKV-----D-N---------------

1CVM       YIAE-E-DEAIWKFSA-----EPDGGSNG----TVIDRADGRH-L---------------

1H6L       YIAE-E-DEAIWKFSA-----EPDGGSNG----TVIDRADGRH-L---------------

1F8E       PGNNNNGVKGFSY-L---DGVNTWL-GR-TISI-ASRSGYEMLKV---PNALTDDKSKPT

2SIL       -R--NHGVQGSTITIPSGNKLVAAHSSAQNKNNDYTRSDISLYAHN-LYS-----GE-VK

1CVM       -T---PDIEGL-TIYYAADGKGYLLA-SS------QGNSS-YAIYERQGQ-----NK-YV

1H6L       -T---PDIEGL-TIYYAADGKGYLLA-SS------QGNSS-YAIYERQGQ-----NK-YV

1F8E       QGQTI-------VLNTD-----WSGYSGSFMDYWAEGE------CYRACFYVELI-----

2SIL       LIDDFY---------PKVGNASGAGYSCLSYR-KNV-DK------ETLYVVYE-A-----

1CVM       ADF-QITDGPETD--GTS-----DTDGIDVLG------FGLGPEYPFGLFVAQNGENIDH

1H6L       ADF-QITDGPETD--GTS-----DTDGIDVLG------FGLGPEYPFGLFVAQNGENIDH

1F8E       -RGRPKEDKVWWTSNSIVSMC--SSTEFLGQWDWPDGAKIEYFL-----

2SIL       -------------NGSIEFQDLSRHL---PVIKSYN-------------

1CVM       GQ------K---ANQNFKMVPWERIA-DKIGFHPQVNKQVDPRKMTDRS

1H6L       GQ------K---ANQNFKMVPWERIA-DKIGFHPQVNKQVDPRKMTDRS

$ transform -f propeller.3 -g -o propeller.3.pdb

$ rasmol propeller.3.pdb
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PRÀCTICA 5:

MODELAT COMPARATIU

** Fes el modelat de la subtilisina i un anàlisi comparatiu d’estructures de la família amb la que has fet el model.

INTRODUCCIÓ GENERAL AL MODELAT

El modelat d’una proteïna consisteix en la predicció de la seva estructura terciària partint inicialment de la seva seqüència. Inicialment comencem per fer un alineament de seqüència de la proteïna problema (target), de la qual volem predir-ne el seu plegament, amb proteïnes homòlogues de les quals sí que coneixem l'estructura (templates).

Si en l’alineament obtingut tenim gaps, on la seqüència problema no estigui alineada amb cap altra seqüència, a l’hora de  modelar l'estructura s’haurà de fer un salt en aquesta regió. Per tal d’evitar o minimitzar al màxim aquests gaps, buscarem altres proteïnes homòlogues d’estructura coneguda que ens ajudin a cobrir els gaps en el nostre alineament. És per això que ens interessa fer un alineament múltiple.  

Per fer l’alineament múltiple entre les proteïnes podem utilitzar:

· ClustalW ( BLAST, PSI-BLAST)  ( alineament per seqüència

· HHMER (hmmaling)( alineament estructural

5.1 CERCA DE PROTEÏNES HOMÒLOGUES AL TARGET. CLUSTALW

OBTENIR LES SEQÜÊNCIES

PDB/SWISSPROT

Gran part de les bases de dades Protein Data Bank i Swissprot estan disponibles en els següents directoris de disc9:


-Seqüències: /disc9/DB/blast/pdb



    /disc9/DB/blast/Swissprot

-Estructures: /disc9/DB/pdb

TARGET
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Es tracta d’una subtilisina. Aquesta és una tipus de serine-proteases.

Té el següent codi de Swissprot :  P11018

Copiem la seqüència en format FASTA del disc9 al directori de treball:

$ cp /disc9/practica_5/P11018.seq .

CERCA D’HOMÒLEGS

PSI-BLAST : Busquem les proteïnes homòlogues a través de la base de dades Swissprot per tal d'obtenir un perfil.

Les següents comandes faran un PSI-BLAST del nostre target contra la base de dades Swissprot, construint un perfil. En la segona comanda, a partir del perfil creat, buscarà les proteïnes homòlogues a nostra i donarà un output de sortida amb les proteïnes de la família alineades. 

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -d /disc9/DB/blast/swissprot -j 2 -C P11018.blst -o P11018.sw.out

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -d /disc9/DB/blast/swissprot -j 2 -C P11018.blst -o P11018.sw.out

Paràmetres:


-i ( input. Especifiquem la seqüència target en format FASTA


-d ( base de dades emprada. En aquest cas, Swissprot


-j ( nombre d’iteracions de PSI-BLAST


-o ( output. Alineament de sortida del target amb els templates 


-C ( generar perfil


-R ( introduir el perfil abans generat

-Al fitxer P11018.blst tenim una matriu que conté la informació del perfil creat:

 MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

-Mirem el BLAST obtingut:

BLASTP 2.1.3 [Apr-1-2001]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs",  Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

         (319 letters)

Database: /disc9/DB/blast/swissprot

           90,939 sequences; 32,775,839 total letters

Searching..................................................done

Results from round 1

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

sp|P11018|ISP1_BACSU MAJOR INTRACELLULAR SERINE PROTEASE (ISP-1)      607  e-173

sp|P29139|ISP_PAEPO INTRACELLULAR SERINE PROTEASE                     379  e-105

sp|P29140|ISP_BACCS INTRACELLULAR ALKALINE PROTEASE                   300  3e-81

sp|P04189|SUBT_BACSU SUBTILISIN E PRECURSOR                           210  4e-54

sp|P35835|SUBN_BACNA SUBTILISIN NAT PRECURSOR                         209  6e-54

sp|P07518|SUBT_BACPU SUBTILISIN (ALKALINE MESENTERICOPEPTIDASE)       209  6e-54

sp|P00783|SUBT_BACSA SUBTILISIN AMYLOSACCHARITICUS PRECURSOR          205  8e-53

sp|P29142|SUBT_BACST SUBTILISIN J PRECURSOR                           205  8e-53

sp|P00782|SUBT_BACAM SUBTILISIN BPN' PRECURSOR (SUBTILISIN NOVO)...   200  4e-51

sp|P00781|SUBT_BACSD SUBTILISIN                                       196  4e-50

sp|P00780|SUBT_BACLI SUBTILISIN CARLSBERG PRECURSOR                   189  6e-48

sp|P29599|SUBB_BACLE SUBTILISIN BL (ALKALINE PROTEASE)                169  6e-42

sp|P29600|SUBS_BACLE SUBTILISIN SAVINASE (ALKALINE PROTEASE)          164  2e-40

sp|P41362|ELYA_BACCS ALKALINE PROTEASE PRECURSOR                      164  2e-40

sp|P27693|ELYA_BACAO ALKALINE PROTEASE PRECURSOR                      164  2e-40

sp|P16396|SUBE_BACSU MINOR EXTRACELLULAR PROTEASE EP

...

Veiem com les subtilisines efectivament apareixen al principi (donem scores majors i E-values menors).

Mirem els alineaments obtinguts per tal d’escollir les proteïnes més adients per fer l’alineament múltiple de ClustalW. És a dir, les que en conjunt permetin minimitzar els gaps amb la seqüència problema.

Per començar, escollim la primera proteïna homòloga apareguda al BLAST.

PDB

A continuació, utilitzem el perfil creat contra la base de dades d'estructures PDB:

$ /disc9/BLAST/EXE/blastpgp -i P11018.seq -d /disc9/DB/blast/pdb -j 2 -R P11018.blst -o P11018.pdb.out

- Mirem el fitxer de sortida P11018.pdb.out, conté les proteïnes homòlogues en estructura:
BLASTP 2.1.3 [Apr-1-2001]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs",  Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

         (319 letters)

Database: /disc9/DB/blast/pdb

           30,673 sequences; 9,163,132 total letters

Searching..................................................done

Results from round 1

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1scj.ent Chain A                        298  4e-81

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1s01.ent Chain                          285  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbi.ent Chain                          285  2e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sbh.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yja.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjb.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1yjc.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1aqn.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1au9.ent Chain                          285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1bh6.ent Chain A                        285  3e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ak9.ent Chain                          284  4e-77

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1c9m.ent Chain A                        282  2e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2sni.ent Chain E                        282  2e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1ah2.ent Chain                          280  5e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb1sib.ent Chain E                        280  6e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb2sic.ent Chain E                        280  6e-76

/seq/databases/pdb/scratch/pdb5sic.ent Chain E                        280  6e-76

...

SELECCIÓ DELS HOMÒLEGS

D'aquestes proteïnes trobades, volem escollir-ne unes per fer un alineament múltiple que no deixi gaps amb la nostra seqüència problema. La primera proteïna a escollir la primera que apareix a la sortida: 1scj.

La copiem des de la base de dades PDB cap al nostre fitxer:

$ cp /disc9/DB/pdb/pdb1scj.ent.Z .

Com que el fitxer està comprimit, el desempaquetem:

$ gzip -d pdb1scj.ent.Z

Com que de fet estem només interessats en la primera cadena, passem la comanda PDBtoSplitChain per tal de separar el PDB en les diferents cadenes de la proteïna. Generarà un PDB diferent per a cada cadena. D’aquests, nosaltres estem interessats en el 1scjA.

$ perl /disc9/PERL/PDBtoSplitChain.pl -i pdb1scj.ent -o 1scj

Realitzem aquesta operació per a les primeres 4 proteïnes:

1scj

1s01

1sbi

1sbh

ALINEAMNET MULTIPLE. CLUSTALW

Generem un llistat amb les seqüències en format FASTA per tal passar-li al ClustalW:

$ cat P11018.seq >> llistat.fa

$ cat 1scjA.fa >> llistat.fa

$ cat 1s01.fa >> llistat.fa

$ cat 1sbi.fa >> llistat.fa

$ cat 1sbh.fa >> llistat.fa

El llistat generat és el següent:

$ more llistat.fa

>sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

>1scjA

AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIG

VLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG

STSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

>1s01

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIG

VLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

WTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

>1sbi

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIG

VLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

WTNTQVRSSLENTTTKLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

>1sbh

AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASFVPSETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIG

VLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSG

SSSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYGAYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

WTNTQVRSSLENTTTYLGDSFYYGKGLINVQAAAQ

Ara ja podem executar el ClustalW per tal d’alinear les seqüències que hi ha al llistat.fa

$ /disc9/CLUSTALW/clustalw

**************************************************************

******** CLUSTAL W(1.60) Multiple Sequence Alignments  *******

**************************************************************

     1. Sequence Input From Disc

     2. Multiple Alignments

     3. Profile / Structure Alignments

     4. Phylogenetic trees

     S. Execute a system command

     H. HELP

     X. EXIT (leave program)

Your choice: 1

Sequences should all be in 1 file.

6 formats accepted:

NBRF/PIR, EMBL/SwissProt, Pearson (Fasta), GDE, Clustal, GCG/MSF.

Enter the name of the sequence file: llistat.fa

Sequence format is Pearson

Sequences assumed to be PROTEIN

Sequence 1: sp|P11018|      319 aa

Sequence 2: 1scjA           275 aa

Sequence 3: 1s01            275 aa

Sequence 4: 1sbi            275 aa

Sequence 5: 1sbh            275 aa

 **************************************************************

 ******** CLUSTAL W(1.60) Multiple Sequence Alignments  ********

 **************************************************************

     1. Sequence Input From Disc

     2. Multiple Alignments

     3. Profile / Structure Alignments

     4. Phylogenetic trees

     S. Execute a system command

     H. HELP

     X. EXIT (leave program)

Your choice: 2

****** MULTIPLE ALIGNMENT MENU ******

    1.  Do complete multiple alignment now (Slow/Accurate)

    2.  Produce guide tree file only

    3.  Do alignment using old guide tree file

    4.  Toggle Slow/Fast pairwise alignments = SLOW

    5.  Pairwise alignment parameters

    6.  Multiple alignment parameters

    7.  Reset gaps between alignments? = ON

    8.  Toggle screen display          = ON

    9.  Output format options

    S.  Execute a system command

    H.  HELP

    or press [RETURN] to go back to main menu

Your choice: 1

Enter a name for the CLUSTAL output file  [llistat.aln]:

Enter name for GUIDE TREE          file   [llistat.dnd]:

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score:  42

Sequences (1:3) Aligned. Score:  44

Sequences (1:4) Aligned. Score:  44

Sequences (1:5) Aligned. Score:  46

Sequences (2:3) Aligned. Score:  85

Sequences (2:4) Aligned. Score:  85

Sequences (2:5) Aligned. Score:  85

Sequences (3:4) Aligned. Score:  99

Sequences (3:5) Aligned. Score:  99

Sequences (4:5) Aligned. Score:  99

Guide tree        file created:   [llistat.dnd]

Start of Multiple Alignment

There are 4 groups

Aligning...

Group 1: Sequences:   2      Score:4468

Group 2: Sequences:   3      Score:4463

Group 3: Sequences:   4      Score:4169

Group 4: Sequences:   5      Score:2094

Alignment Score 12584

Consensus length = 319

CLUSTAL-Alignment file created  [llistat.aln]

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment
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sp|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1scjA           ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1s01            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1sbi            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1sbh            ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

                                   . .* *.  **** . ..*  * *.****.*.* *.*****

sp|P11018|      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

1scjA           N--VRGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

1s01            K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

1sbi            K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

1sbh            K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

                   . **  *            *   ********.**     *. **.* ***  ****

sp|P11018|      GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

1scjA           ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

1s01            AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1sbi            AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

1sbh            AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

                   ***** ******  *. . .*.* ******.    **  *  **  *..* .*****

sp|P11018|      GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

1scjA           GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

1s01            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

1sbi            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

1sbh            GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

                *     .  . *** *   ****.*  . . . **  . *.*..***  * ****.  **

sp|P11018|      KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

1scjA           AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPTWTNAQVRDR------------LESTATYLGNSFYY

1s01            AKSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTKLGDSFYY

1sbi            AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTKLGDSFYY

1sbh            AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTYLGDSFYY

                   **.**.***.** *** *      . ..               *. . *  *  * *

sp|P11018|      LTAPDELAEKAEQSHLLTL

1scjA           GKGLINVQAAAQ-------

1s01            GKGLINVQAAAQ-------

1sbi            GKGLINVQAAAQ-------

1sbh            GKGLINVQAAAQ-------

                      .   *.       

D'aquest primer alineament veiem que els 19 primers residus de la part N-terminal i els 7 residus finals de la part carboxi-terminal de la nostra proteïna problema que no quedarien coberts (tenen gaps). Això és degut a que la proteïna problema té 319 residus, mentre que la resta en té només 275. Pel que fa a  aquests extrems (marcats en verd), no ens en preocupem perquè és molt freqüent que en els sistemes de cristal·lografia quedin tallats.

També observem que les quatres proteïnes alineades donen la mateixa informació. Per tant, només amb la primera proteïna (1scjA), ja obtindríem la mateixa informació. Hem de cercar altres proteïnes que ens complementin aquests gaps.

En definitiva, cal buscar proteïnes homòlogues que cobreixin els gaps interns (resaltats en colors).

BUSCA DE PROTEÏNES QUE COBREIXIN GAPS

Trobem dues proteïnes més que cobreixen alguns dels gaps anteriors:

1gci ( cobreix el primer i el tercer gap

1af4 ( cobreix el segon gap

Procedim com abans per crear un alineament múltiple, que anomenem llistat2:
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sp|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1scjA           ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1gci            ------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

1af4            ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

                                   . .* **  ..*     .*  * ..****.*.*   .****

sp|P11018|      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEAS-LLIVKVL

1scjA           NVR--GGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSAS-LYAVKVL

1gci            NIRR-GGASFVP---GEPSTQD-GNGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSAELLYAVKVL

1af4            NVV--GGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKVL

                     **  *                ********.**     *. **.*    *  ****

sp|P11018|      GGENGSG--QYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAA

1scjA           DSTGSG---QYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAA

1gci            GASGSSGGSSVSSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAAS

1af4            NSSGSG---SYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAA

                   .         *  *.  *  . . .  .***  .    .   *  *   *..* .*.

sp|P11018|      GNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNK

1scjA           GNEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGG

1gci            GNSG-----AGSISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGS

1af4            GNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTN

                ** *     .  . *** *   .***.       . **  .  ....***  . ** *  

sp|P11018|      KYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLD---IAKTLA

1scjA           TYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLG----NSFYY

1gci            TYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKNPS-----WSNVQIRNHLKNTATSLGGSSTTNNLY

1af4            TYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLG----SSFYY

                 *   .**.**.***.** **.            .  ..  .*   .  *          

sp|P11018|      GNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

1scjA           GKGLINVQAAAQ-------------

1gci            GSGLVNAEAATR-------------

1af4            GKGLINVEAAAQ-------------

                * * .   *                

Veiem com l’alineament ha millorat. Tot i que encara hi ha alguns gaps,  hem reduït els nombre de residus d’aquests gaps. El primer gap (en groc) s’ha reduït a un residu. El tercer gap que teníem en fuscia ha desapargut. Pel que fa al segon gap (en blau) no hem aconseguit reduir-lo i es manté amb una llargada de tres residus. El darrer gap (en verd), també s’ha reduït, passant de 12 residus a 5. Així doncs, hem reduït a  quatre gaps i 10 residus sense alinear.

Amb la proteïna 1sgjA i la 1gci però obtenim ja tota la informació. (Podem prescindir de 1af4).

Per tal de millorar una mica més l’alineament n’hem fet un tercer:

En el següent alineament (llistat3.aln) hem agafat les dues proteïnes més informatives de l'alineament múltiple anterior (1scjA i 1gci) i hem afegit 3 proteïnes més (marcades en gris).

sp|P11018|      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1scjA           ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1gci            ------------------AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGIS-THPDL

1bh6A           ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

1be6            ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

1be8            ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

                                   . .* **  ..*     .*  * ..** ..*.*   .* **

sp|P11018|      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEAS-LLIVKVL

1scjA           NVR--GGASFVPSETN---PYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSAS-LYAVKVL

1gci            NIRR-GGASFVPGEP----STQDGNGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSAELLYAVKVL

1bh6A           KVV--GGASFVSGES----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVS-LYAIKVL

1be6            NVV--GGASFVAGEA----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKVL

1be8            NVV--GGASFVAGEA----YNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKVL

                     **  *   .        *   ********.**     *. **.*    *  .***

sp|P11018|      GGENGSG--QYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAA

1scjA           DSTGSG---QYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAA

1gci            GASGSSGGSSVSSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAAS

1bh6A           NSSGSG---SYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAA

1be6            NSSGSG---SYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAA

1be8            NSSGSG---SYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAA

                   .         *  *.  *  . . .  .***  .    .   *  *   *..* .*.

sp|P11018|      GNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNK

1scjA           GNEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGG

1gci            GNSG-----AGSISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGS

1bh6A           GNSGNSGS-QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSN

1be6            GNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTN

1be8            GNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTN

                ** *        . *** *   .***.       . **  .  ....***  . ** *  

sp|P11018|      KYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAK---TLA

1scjA           TYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLGNS----FYY

1gci            TYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKNPS-----WSNVQIRNHLKNTATSLGGSSTTNNLY

1bh6A           TYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT-----LSASQVRNRLSSTATNLGDS----FYY

1be6            TYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLGSS----FYY

1be8            TYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLGSS----FYY

                 *   .**.**.***.** **.            .  ..  .*   .  *  .       

sp|P11018|      GNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

1scjA           GKGLINVQAAAQ-------------

1gci            GSGLVNAEAATR-------------

1bh6A           GKGLINVEAAAQ-------------

1be6            GKGLINVEAAAQ-------------

1be8            GKGLINVEAAAQ-------------

                * * .   *                

En l’alinemanet per parelles de BLAST aquestes proteïnes ajudaven a cobrir alguns dels gaps que teníem, però, com veiem, al fer aquest  alineament múltiple, no hem aconseguit cobrir aquests gaps. De manera que continuem tenint un alineament d’igual qualitat.

Per tant concloem que el millor alineament aconseguit és segon (llistat2.aln) el de la proteïna problema junt amb les proteïnes 1scjA, 1gci i 1af4.

5.2: ALINEAMENT ESTUCTURAL. ALINEMAMENT MÚLTIPLE PER HIDDEN MARKOV

A la pràctica anterior hem fet alineaments múltiples de seqüència de la nostra proteïna amb proteïnes homòlogues trobades per BLAST. Ara es tracta de crear un perfil de Hidden Markov a partir d'un alineament múltiple generat a partir de les estructures de les proteïnes trobades a la base de dades PDB, per similaritat a la seqüència problema mitjançant una superposició estructural per STAMP.

Aquest perfil HMM s'alinearà amb la seqüència, de manera que a partir de la superposició estructural, mirarem com han quedat alineades les seqüències proteiques. Així que també obtindrem un alineament, però a diferència de la pràctica 5.1 és per doncs un alineament a partir de l’estructura.

L’alineament per estructures permet detectar la similitud de dues proteïnes malgrat que no tinguin moltes diferències en la seqüència, ja que es basa en la conservació de l’estructura de plegament.

Com aconseguir aquest alineament?

1. Cerca del conjunt de seqüències que tenen estructura coneguda (pertanyen al PDB).

2. STAMP: fem un alineament múltiple estructural d’aquestes proteïnes junt amb la problema.

3. Perfil HMM: amb l’alineament múltiple creem un perfil HMM.

4. Alinear la seqüència amb el perfil HMM ( obtenim l’alineament de seqüència basat en estructura

Esquema general:
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SEQ ( {SEQ PDB} ( {PDB} 

   ALINEAM. MÚLTIPLE

 PERFIL HMM



        ALINEAM. DE SEQ A

     PARTIR D’ESTRUCTURA

1. CERCA SEQÜÊNCIES PDB

La seqüència problema és: P11018.seq.

Seqüències seleccionades del PDB:

1scjA

1gci

1bh6A

1be6

1af4

2. STAMP

Creem el fitxer serine.domains:

./1scjA.pdb 1scj {ALL}

./1gci.pdb 1gci {ALL}

./1bh6A.pdb 1bh6 {ALL}

./1be6.pdb 1be6 {ALL}

Canviem les variables d’entron:

bash-2.05b$ tcsh

[e16980.bio.acexs.au.upf@au48229 ~/PRACTICA_5b]$ source /disc9/cshrc

Executem el programa STAMP:

$ stamp -l serine.domains -rough -n 2 -prefix serine

STAMP Structural Alignment of Multiple Proteins

 by Robert B. Russell & Geoffrey J. Barton

 Please cite PROTEINS, v14, 309-323, 1992

Running roughfit.

    Sc = STAMP score, RMS = RMS deviation, Align = alignment length

    Len1, Len2 = length of domain, Nfit = residues fitted

    Secs = no. equivalent sec. strucs. Eq = no. equivalent residues

    %I = seq. identity, %S = sec. str. identity

    P(m)  = P value (p=1/10) calculated after Murzin (1993), JMB, 230, 689-694

     No.  Domain1         Domain2         Sc     RMS    Len1 Len2  Align NFit Eq. Secs.   %I   %S   P(m)

Pair   1  1scj            1gci            9.20   0.73    275  269   275  264 263    0  61.22 100.00 0.00e+00

Pair   2  1scj            1bh6            9.58   0.51    275  274   275  273 272    0  70.22 100.00 0.00e+00

Pair   3  1scj            1be6            9.59   0.49    275  274   275  273 272    0  69.49 100.00 0.00e+00

Pair   4  1gci            1bh6            9.12   0.82    269  274   275  263 261    0  60.15 100.00 0.00e+00

Pair   5  1gci            1be6            9.10   0.85    269  274   275  264 262    0  63.36 100.00 0.00e+00

Pair   6  1bh6            1be6            9.71   0.36    274  274   274  274 273    0  88.28 100.00 0.00e+00

Reading in matrix file serine.mat...

Doing cluster analysis...

Cluster:  1 (    1bh6  &     1be6 ) Sc  9.70 RMS   0.35 Len 274 nfit 273

 See file serine.1 for the alignment and transformations

Cluster:  2 (    1scj  &     1bh6     1be6 ) Sc  9.67 RMS   0.46 Len 275 nfit 272

 See file serine.2 for the alignment and transformations

Cluster:  3 (    1gci  &     1scj     1bh6     1be6 ) Sc  9.45 RMS   0.78 Len 275 nfit 263

 See file serine.3 for the alignment and transformations

Executem la comanda Aconvert i passem l’alineament al fitxer serine.3

$ aconvertMod2.pl -in b -out c < serine.3 | more

Obtindrem un alineament múltiple del següent estil:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1gci       AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGI-STHPDLNIRGGASFVPGEPS-TQD

1scj       AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQD

1bh6       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSG-ESYNTD

1be6       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAG-EAYNTD

space      ------------------------------------------------------------

1gci_dssp  ???????????????????????????????????-????????????????????-???

1scj_dssp  ????????????????????????????????????????????????????????????

1bh6_dssp  ?????????????????????????????????????????????????????-??????

1be6_dssp  ?????????????????????????????????????????????????????-??????

...

Transformem el fitxer serine.3 per obtenir un fitxer visualitzable per Rasmol:

$ transform -f serine.3 -g -o serine.3.pdb

TRANSFORM R.B. Russell, 1995

 Using PDB files

 Files will not include heteroatoms

 Files will not include DNA/RNA

 Files will not include waters

 All coordinates will be in file serine.3.pdb

 Domain   1,   1gci => to serine.3.pdb (chain A)

 Domain   2,   1scj => to serine.3.pdb (chain B)

 Domain   3,   1bh6 => to serine.3.pdb (chain C)

 Domain   4,   1be6 => to serine.3.pdb (chain D)

[1]  + Done                          emacs serine.msf


3. CREAR PERFIL HMM

Passem l’alineament obtingut després d’Aconvert a un fitxer anomenat serine.msf. Eliminem els interrogants de l’alineament i el deixem de la següent manera: 

1gci       AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGI-STHPDLNIRGGASFVPGEPS-TQD

1scj       AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQD

1bh6       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSG-ESYNTD

1be6       AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAG-EAYNTD

1gci       GNGHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSAELYAVKVLGASGSGSVSSIAQGLEWAGNNGMH

1scj       GSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMD

1bh6       GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLD

1be6       GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMD

1gci       VANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNS-G---AGSISYPARYANAMAVGAT

1scj       VINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTSTVGYPAKYPSTIAVGAV

1bh6       VINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNTIGYPAKYDSVIAVGAV

1be6       VINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGSTNTIGYPAKYDSVIAVGAV

1gci       DQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKNPS

1scj       NSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

1bh6       DSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT

1be6       DSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN

1gci       WSNVQIRNHLKNTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR

1scj       WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

1bh6       LSASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

1be6       LSASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

Construïm el perfil:

$ hmmbuild serine.hmm serine.msf

Si mirem el perfil construït (serine.hmm), és una matriu del següent estil:

[e16980.bio.acexs.au.upf@au48229 ~/PRACTICA_5b]$ more serine.hmm

HMMER2.0  [2.2g]

NAME  serine

LENG  275

ALPH  Amino

RF    no

CS    no

MAP   yes

COM   /disc9/hmmer-2.2g/binaries/hmmbuild serine.hmm serine.msf

NSEQ  4

DATE  Mon May  5 16:30:52 2003

CKSUM 2546

XT      -8455     -4  -1000  -1000  -8455     -4  -8455     -4

NULT      -4  -8455

NULE     595  -1558     85    338   -294    453  -1158    197    249    902  -1085   -142    -21   -313     45    531    201    384  -1998   -

644

HMM        A      C      D      E      F      G      H      I      K      L      M      N      P      Q      R      S      T      V      W

  Y

         m->m   m->i   m->d   i->m   i->i   d->m   d->d   b->m   m->e

         -415      *  -2000

     1   3260   -995  -2154  -2261  -2604  -1267  -2060  -2035  -2233  -2502  -1934  -1631  -1961  -2058  -2240   -724   -871  -1499  -2817  -

2619     1

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294

-249

     -    -21  -6672  -7714   -894  -1115   -701  -1378   -415      *

     2  -1762  -2287  -1132  -1144  -2520  -2040  -1289  -2773   -740  -2625  -2183  -1302  -2433   4141   -881  -1765  -1840  -2519  -2457  -

2076     2

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294

-249

     -    -21  -6672  -7714   -894  -1115   -701  -1378      *      *

     3    -22   -667  -1553  -1411  -2337   -919  -1382  -1977  -1349  -2263  -1461  -1007  -1571  -1198  -1545   2427   2154  -1292  -2571  -

2203     3

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294

-249

     -    -21  -6672  -7714   -894  -1115   -701  -1378      *      *

     4  -1294  -1167  -3176  -3053  -1510  -2597  -2599    776  -2808   -665   -568  -2665  -2928  -2721  -2804  -2093  -1429   3343  -2527  -

2099     4

     -   -149   -500    233     43   -381    399    106   -626    210   -466   -720    275    394     45     96    359    117   -369   -294

-249

4. ALINEAR EL PERFIL HMM AMB LES SEQÜÈNCIES

Creem un fitxer de text anomenat  llistat4.fa, que conté les seqüències en format FASTA:

>sp|P11018|ISP1_BACSU Major intracellular serine protease

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

>1scjA

AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIG

VLGVSPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSG

STSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT

WTNAQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGLINVQAAAQ

>1gci

AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLDTGISTHPDLNIRRGGASFVPGEPSTQDGNGHGTHVAGTIAALNNSIGV

LGVAPSAELLYAVKVLGASGSSGGSSVSSIAQGLEWAGNNGMHVANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSG

AGSISYPARYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNGTSMATPHVAGAAALVKQKNPSW

SNVQIRNHLKNTATSLGGSSTTNNLYGSGLVNAEAATR

>1bh6A

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDLKVVGGASFVSGESYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

LGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGS

QNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPTL

SASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ

>1be6

AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGEAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGV

LGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGS

TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPNL

SASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ

HMMALIGN

Executem la comanda hmmalign, que alinearà les seqüències del llistat.4 d’acord amb le perfil de Hidden Markov. L’ouput s’anomenarà serine.ali:

$ hmmalign -o serine.ali serine.hmm llistat4.fa

hmmalign - align sequences to an HMM profile

HMMER 2.2g (August 2001)

Copyright (C) 1992-2001 HHMI/Washington University School of Medicine

Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)

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

HMM file:             serine.hmm

Sequence file:        llistat4.fa

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

Alignment saved in file serine.ali

[1]  + Done                          emacs llistat3.fa

[e16980.bio.acexs.au.upf@au48229 ~/PRACTICA_5b]$ more serine.ali

# STOCKHOLM 1.0

#=GF AU    HMMER 2.2g

#=GS sp|P11018|ISP1_BACSU AC    Major intracellular serine protease

sp|P11018|ISP1_BACSU        mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

1scjA                       ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

1gci                        ..................AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLD

1bh6A                       ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIID

1be6                        ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLD

#=GC RF                     ..................xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        TGCDTSHPDLKnqI.IGGKNFTdddGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAAND

1scjA                       SGIDSSHPDLN..V.RGGASFV...PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALN

1gci                        TGI-STHPDLN..IrRGGASFV...PGEPS-TQDGNGHGTHVAGTIAALN

1bh6A                       TGIASSHTDLK..V.VGGASFV...SG-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

1be6                        TGIQASHPDLN..V.VGGASFV...AG-EAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

#=GC RF                     xxxxxxxxxxx..x.xxxxxxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        SNGGIAGVAPEAS.LLIVKVLGGeNGS...GQYEWIINGINYAVEQKVDI

1scjA                       NSIGVLGVSPSAS.LYAVKVLDS.TGS...GQYSWIINGIEWAISNNMDV

1gci                        NSIGVLGVAPSAElLYAVKVLGA.SGSsggSSVSSIAQGLEWAGNNGMHV

1bh6A                       NTTGVLGVAPNVS.LYAIKVLNS.SGS...GSYSAIVSGIEWATQNGLDV

1be6                        NTTGVLGVAPSVS.LYAVKVLNS.SGS...GSYSGIVSGIEWATTNGMDV

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxx.xxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        ISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGD-GDERTeeLSYPA

1scjA                       INMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTST..VGYPA

1gci                        ANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSGA----GS..ISYPA

1bh6A                       INMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNT..IGYPA

1be6                        INMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGSTNT..IGYPA

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx..xxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTG

1scjA                       KYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNG

1gci                        RYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG

1bh6A                       KYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNG

1be6                        KYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNG

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        TSMAAPHVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPLDIA...k

1scjA                       TCMATPHVAGAAALILSKHPT.....WTNAQVRDRLESTATYLGNS....

1gci                        TSMATPHVAGAAALVKQKNPS.....WSNVQIRNHLKNTATSLGGSsttn

1bh6A                       TSMASPHVAGAAALILSKYPT.....LSASQVRNRLSSTATNLGDS....

1be6                        TSMASPHVAGAAALILSKHPN.....LSASQVRNRLSSTATYLGSS....

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.....xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx....

sp|P11018|ISP1_BACSU        TLAGNGFLYLTAPDElaekaeqshlltl

1scjA                       FYYGKGLINVQAAAQ.............

1gci                        NLYGSGLVNAEAATR.............

1bh6A                       FYYGKGLINVEAAAQ.............

1be6                        FYYGKGLINVEAAAQ.............

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxx.............
//

Finalment hem aconseguit doncs un alineament basat en la superposició estructural. Però, contràriament a l’esperat, amb aquest alineament veiem que ens apareixen més gaps que els que teníem amb aquestes mateixes seqüències al alinear-les per seqüència (pràctica 5.1). Deixant de banda els extrems, tenim 7 gaps interns, que en conjunt suposen 15 residus sense alinear.

Veiem que per aquest mètode, doncs, no dóna el mateix alineament que l’obtingut mitjançant ClustalW..

P5.3: MODELLER: MODELAT AUTOMÀTIC.

Modeller és un programa que crea un model d'estructura terciària a partir d'un alineament que li donem. 

Fa un càlcul de distàncies entre els residus d'estructura coneguda (els de les proteïnes de l'alineament)  i de la seva energia potencial. Reconstrueix a partir d'aquests l'estructura de la proteïna problema a partir de l'alineament del que disposa. 

EXEMPLE

Baixem la informació del disc 9 per a fer el modelat de l'exemple:

Treballem en:


$ tcsh


$ source /disc9/cshrc

En el nostre exemple tenim dues proteïnes i un alineament:


$ cp /disc9/practica_5/subtilisin.tar .


$ tar xvf subtilisin.tar

Dins del directori subtilisin hi ha els següents fitxers creats per PDBToSplitChain:


$ cd subtilisin


p7.fa

( seqüència de la proteïna exemple en format FASTA


1scjA.pdb
( pdb de l'estructura d'una proteïna amb la que hem aline


p7.aln
( alienament


p7.top
( input on s'especifiquen informacions per al modelatge


1sbh.pdb
( pdb de l'estructura d'una proteïna amb la que hem alineat


P11018.seq  ( seqüència de la proteïna problema en format FASTA


pdb1scj.ent


pdb1sbh.ent

És a dir, dins del directori en el que executarem el Modeller hi ha d'haver els fitxers, la seqüència de la proteïna en format FASTA i el fitxer.top.

Pel que fa als fitxers pdb1scj.ent i pdb1sbh.ent contenen la informació de la proteïna sencera.

Fem el PDBtoSplitChain per evitar problemes, ja que el Modeller necessita paràmetres molt ben definits (la seqüència, l'alineament...). És molt important respectar les majúscules i minúscules, les cometes, etc. Per tal que el programa reconegui l'input.


$ PDBtoSplitChain.pl -i pdb1sbh.ent -o 1sbh


$ PDBtoSplitChain.pl -i pdb1scj.ent -o 1scj

FITXER p7.top

p7.top és un fitxer que especifica al Modeller els fitxers en què s'ha de basar per crear el model, la seqüència problema, el nom i nombre de models que ha de crear... Té un contingut i un format molt concret i estricte que és el següent:

# PRIMER: STEP 5

#

# This script should produce two models, 1fdx.B999901 and 1fdx.B999902.

#

# Before you run this script, do this: ln alignment.seg.ali fer2.ali

#

INCLUDE                             # Include the predefined TOP routines

SET ALNFILE  = 'p7.ali'             # alignment filename

SET KNOWNS   = '1scjA' '1sbh'       # codes of the templates  

SET SEQUENCE = 'P11018'             # code of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' 
# directories for input atom files

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

SET DEVIATION     = 2.0             # have to be >0 if more than 1 model

SET RAND_SEED     = -12312          # to have different models from another TOP file

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

FITXER p7.ali

A partir de l'alineament de seqüències de ClustalW (p7.aln), obtindrem el fitxer p7.ali, mitjançant la comanda Aconvert. P7.ali té les seqüències en format FASTA i n'especifica la llargada i altres paràmetres. Per exemple, en la primera proteïna (1scjA), el nombre 275 significa el nombre de residus de la seqüència real.


$ aconvertMod2.pl -in c -out p < p7.aln > p7.ali


l'opció c --> s'especifica si l'alineament s'ha obtingut per ClustalW


l'opció h --> s'especifica si l'alineament s'ha obtingut per Hidden Markov


$ more p7.ali

>P1;1scjA

structureX:1scjA:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00                          

------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

N--VRGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPTWTNAQVRDR------------LESTATYLGNSFYY

GKGLINVQAAAQ-------*

>P1;1sbh

structureX:1sbh:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTYLGDSFYY

GKGLINVQAAAQ-------*

>P1;P11018

structureX:P11018:1: : 319  : :  : : -1.00 :-1.00

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

LTAPDELAEKAEQSHLLTL*

EXECUCIÓ DE MODELLER

Un cop ja disposem de tots els fitxers necessaris, executem el programa Modeller. L'output surt per pantalla. Es pot deixar en background: (control+C dg)


$ mod p7.top

Van apareixent models que calculen les distàncies. Aquests s'anomenen:

 P11018.B99990001

 P11018.B99990002

Són dos models que es poden obrir amb el Rasmol:

    
P11018.B99990001





P11018.B99990002

Veiem que en ambdós modelats hi ha una alfa-hèlix interrompuda per un loop (marcat en color verd). Això no és habitual a la natura. Els loops es donen abans o després de les estructures secundàries definides, però no enmig.

Rasmol: $ select 278-300


  $ color green

Aquest loop correspon al residus del 278 fins al 300: EVFA.

Mirem on es troben de l'alineament: (p7.aln)

$ more p7.aln

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

1scjA   ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1sbh    ------------------AQSVPYGVSQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

P11018  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1scjA   N--VRGGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSASLYAVKVLD

1sbh    K--VAGGASFVP---SETNPFQDNNSHGTHVAGTVAALDNSIGVLGVAPSASLYAVKVLG

P11018  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

1scjA   ST-GSGQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNE

1sbh    AD-GSGQYSWIINGIEWAIANNMDVINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNE

P11018  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

1scjA   GSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYG

1sbh    GTSGS-SSTVGYPAKYPSVIAVGAVDSSNQRASFSSVGPELDVMAPGVSICSTLPGNKYG

P11018  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

1scjA   AYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPTWTNAQVRDR------------LESTATYLGNSFYY

1sbh    AYSGTSMASPHVAGAAALILSKHPNWTNTQVRSS------------LENTTTYLGDSFYY

P11018  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY






 ^^^^^^^^^^^^^

1scjA   GKGLINVQAAAQ-------

1sbh    GKGLINVQAAAQ-------

P11018  LTAPDELAEKAEQSHLLTL

Veiem doncs que correspon a un fragment de l'alineament que té un gap, és a dir, no té cap estructura amb qui comparar-se. Per solucionar aquest problema, modifiquem l'alineament:  correm el gap a les seqüències templates amb el fragment de la seqüència problema cap a la regió posterior a l'-hèlix per tal que el loop quedi modelat a continuació de la hèlix i no entremig.

Tot i que no estem obtenint informació nova, en el modelatge donarà a aquest fragment un estructura més versemblant. La natura té tendència a mantenir les estructures secundàries, de manera que l'important en el modelat és obtenir un estructura coherent, més que l'alineament de seqüència. 

Així doncs desplacem el gap perquè els residus "conflictius" quedin alineats amb els templates:

------------LESTATYLGNSFYY

------------LENTTTYLGDSFYY

EVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

LES------------TATYLGNSFYY

LEN------------TTTYLGDSFYY

EVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

Un cop fet això, refem el modelat. El loop ja no interromprà la hèlix.

A) MODELAT A PARTIR DE L'ALINEAMENT DE CLUSTALW (P5.1)

Partim del millor alineament de seqüència que vam obtenir a la pràctica 5.1: l'alineament llistat2.aln (que conté les proteïnes 1scjA, 1gci i 1af4). Cal generar el fixer.aln i el fitxer.top. Al executar el Modeller amb aquestes proteïnes el programa falla perquè troba un error: 1gci.pdb té 269 residus, mentre que a l'alineament, aquesta proteïna en té 278. Per evitar problemes, eliminem aquesta proteïna de l’alineament, del fitxer llistat2.aln i del fitxer llistat2.

L’alineament definitiu per generar el model és el següent:

P11018 MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

1scjA  ------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

1af4   ------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

P11018 KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEAS-LLIVKVL

1scjA  NVR--GGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSAS-LYAVKVL

1af4   NVV--GGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKVL

P11018 GGENGSG--QYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAA

1scjA  DSTGSG---QYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAA

1af4   NSSGSG---SYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAA

P11018 GNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNK

1scjA  GNEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGG

1af4   GNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTN

P11018 KYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLD---IAKTLA

1scjA  TYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLG----NSFYY

1af4   TYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLG----SSFYY

P11018 GNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL

1scjA  GKGLINVQAAAQ-------------

1af4   GKGLINVEAAAQ-------------

Procedim com a l’exemple, transformant l’alineament en una sortida tipus llistat2.ali:

$ aconvertMod2.pl -in c -out p < llistat2.aln > llistat2.ali

· Obtenim el fitxer llistat2.ali:

>P1;P11018

structureX:P11018:1: : 319  : :  : : -1.00 :-1.00

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEAS-LLIVKVL

GGENGSG--QYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAA

GNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNK

KYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLD---IAKTLA

GNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL*

>P1;1scjA

structureX:1scjA:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

NVR--GGASFVP---SETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSAS-LYAVKVL

DSTGSG---QYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAA

GNEGSSGS-TSTVGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGG

TYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLG----NSFYY

GKGLINVQAAAQ-------------*

>P1;1af4

structureX:1af4:1: : 274  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

NVV--GGASFVA---GEAYNTD-GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKVL

NSSGSG---SYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAA

GNSGNSGS-TNTIGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTN

TYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLG----SSFYY

GKGLINVEAAAQ-------------*

· Creem el fitxer llistat2.top:

# PRIMER: STEP 5

#

# This script should produce two models, 1fdx.B999901 and 1fdx.B999902.

#

# Before you run this script, do this: ln alignment.seg.ali fer2.ali

#

INCLUDE                             # Include the predefined TOP routines

SET ALNFILE  = 'llistat2.ali'           # alignment filename

SET KNOWNS   = '1scjA' '1af4'        # codes of the templates

SET SEQUENCE = 'P11018'               # code of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' # directories for input atom files

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

SET DEVIATION     = 2.0             # have to be >0 if more than 1 model

SET RAND_SEED     = -12312          # to have different models from another TOP file

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

· $ mode llistat2.top
· Els models obtinguts són els següents:





P11018.mod1.clustal



           P11018.mod2.clustal

Aquestes imatges mostren dus visions dels models d’estructura de la subtilisina P11018 generats pel Modeller a partir del millor alineament de ClustalW de la pràctica 5.1.

Es pot veure com els extrems, que no disposaven de template alineat, no tenen una estructura ben modelada. La resta de la proteïna és de tipus alfa/beta. 

B) MODELAT A PARTIR DE L'ALINEAMENT DE HIDDEN MARKOV (P5.2)

Partim de l’alineament per Hidden Markov que vam obtenir a la pràctica 5.2 al que hem extret la proteïna 1gci per evitar els problemes abans descrits amb al Modeller.

· serine2.aln
P11018                      mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

1scjA                       ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

1bh6A                       ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIID

1be6                        ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLD

P11018                      TGCDTSHPDLKnqI.IGGKNFTdddGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAAND

1scjA                       SGIDSSHPDLN..V.RGGASFV...PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALN

1bh6A                       TGIASSHTDLK..V.VGGASFV...SG-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

1be6                        TGIQASHPDLN..V.VGGASFV...AG-EAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

P11018                      SNGGIAGVAPEAS.LLIVKVLGGeNGS...GQYEWIINGINYAVEQKVDI

1scjA                       NSIGVLGVSPSAS.LYAVKVLDS.TGS...GQYSWIINGIEWAISNNMDV

1bh6A                       NTTGVLGVAPNVS.LYAIKVLNS.SGS...GSYSAIVSGIEWATQNGLDV

1be6                        NTTGVLGVAPSVS.LYAVKVLNS.SGS...GSYSGIVSGIEWATTNGMDV

P11018                      ISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGD-GDERTeeLSYPA

1scjA                       INMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTST..VGYPA

1bh6A                       INMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNT..IGYPA

1be6                        INMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGSTNT..IGYPA

P11018                      AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTG

1scjA                       KYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNG

1bh6A                       KYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNG

1be6                        KYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNG

P11018                      TSMAAPHVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPLDIA...k

1scjA                       TCMATPHVAGAAALILSKHPT.....WTNAQVRDRLESTATYLGNS....

1bh6A                       TSMASPHVAGAAALILSKYPT.....LSASQVRNRLSSTATNLGDS....

1be6                        TSMASPHVAGAAALILSKHPN.....LSASQVRNRLSSTATYLGSS....

P11018                      TLAGNGFLYLTAPDElaekaeqshlltl

1scjA                       FYYGKGLINVQAAAQ.............

1bh6A                       FYYGKGLINVEAAAQ.............

1be6                        FYYGKGLINVEAAAQ.............

· Ho convertim a  serine2.ali:

$ aconvertMod2.pl -in h -out p < serine2.aln > serine2.ali

Destacar que hem donat la opció h, ja que l’alineament és per Hidden Markov.

>P1;P11018

structureX:P11018:1: : 319  : :  : : -1.00 :-1.00

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

KNQI-IGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEAS-LLIVKV

LGGENGS---GQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVC

AAGNEGD-GDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTL

PNKKYGKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIA---K

TLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL*

>P1;1scjA

structureX:1scjA:1: : 275  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDL

N--V-RGGASFV---PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVSPSAS-LYAVKV

LDS-TGS---GQYSWIINGIEWAISNNMDVINMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAA

AAGNEGSSGSTST--VGYPAKYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTL

PGGTYGAYNGTCMATPHVAGAAALILSKHPT-----WTNAQVRDRLESTATYLGNS----

FYYGKGLINVQAAAQ-------------*

>P1;1bh6A

structureX:1bh6A:1: : 274  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIASSHTDL

K--V-VGGASFV---SG-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVS-LYAIKV

LNS-SGS---GSYSAIVSGIEWATQNGLDVINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVA

AAGNSGNSGSQNT--IGYPAKYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTY

PSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT-----LSASQVRNRLSSTATNLGDS----

FYYGKGLINVEAAAQ-------------*

>P1;1be6

structureX:1be6:1: : 274  : :  : : -1.00 :-1.00

------------------AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDL

N--V-VGGASFV---AG-EAYNTDGNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVS-LYAVKV

LNS-SGS---GSYSGIVSGIEWATTNGMDVINMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVA

AAGNSGNSGSTNT--IGYPAKYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTY

PTNTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN-----LSASQVRNRLSSTATYLGSS----

FYYGKGLINVEAAAQ------------*

· Serine2.top

Editem el fitxer que passarem al Modeller:

#PRIMER: STEP 5

#

# This script should produce two models, 1fdx.B999901 and 1fdx.B999902.

#

# Before you run this script, do this: ln alignment.seg.ali fer2.ali

#

INCLUDE                             # Include the predefined TOP routines

SET ALNFILE  = 'serine2mod.ali'           # alignment filename

SET KNOWNS   = '1scjA' '1be6' '1bh6A'     # codes of the templates

SET SEQUENCE = 'P11018'               # code of the target

SET ATOM_FILES_DIRECTORY = './' # directories for input atom files

SET STARTING_MODEL= 1               # index of the first model

SET ENDING_MODEL  = 2               # index of the last model

                                    # (determines how many models to calculate)

SET DEVIATION     = 2.0             # have to be >0 if more than 1 model

SET RAND_SEED     = -12312          # to have different models from another TOP

CALL ROUTINE = 'model'              # do homology modelling

· Modeller:

Executem el programa:


$ mod serine2.top

Els dos models obitnguts a partri de l’alineament de Hidden Markov:





P11018.mod1.hmm




P11018.mod2.hmm

A primera vista, aquests models són semblants entre sí i semblants als models anteriors de ClustalW. Els extrems sense alineament no presenten estructura secundària regular.El plegament modelat efectivament és tipus alfa/beta. 

Caldrà però fer un anàlisi més profund dels 4 models generats. Això ho farem a la següent pràctica.

P5.4: VALIDACIÓ DELS MODELS. PROCHECK I DSSP.

Ara es tracta de validar els models obtinguts. L’objectiu de la pràctica és localtizar errors  en el modelat de la estructura. Generarem un Mapa de Ramachandran. Veurem els scripts amb postcript I els visualtizarem amb GhostView. Els reultats de l’anàlisi ens indicaran l’estructura secundària, la planaritat, la relació xi-quadrat, la localització de les cadenes laterals...

Tots aquests paràmetres extrets dels modelats seran comparats amb les estructures cristal·logràfiques per mirar si hi coincideixen.

A) PROCHECK

Primerament farem la validació mitjançant el programa Procheck. Aquest programa fa una estudi dels models, generant un Mapa de Ramachandran, on es representen els residus en funció de la relació entre els seus angles phi i fi. Aquesta relació permet inferir quins residus formen part d’hèlixs alfa, quins formen part de làmines beta i quins tenen una relació d’angles que és poc habitual a la natura. Així doncs, Procheck avalua la qualitat esteroquímica d’una estructura d’una proteína i indica quins residus presenten conflictes estèrics.

Per poder fer el Procheck cal crear abans un fitxer list. Aquest té el nom del nostres models, seguits de les proteïnes amb les que l’havíem alineat:

· Models obtinguts per Clustalw (list2):

P11018.mod1.clustal

P11018.mod2.clustal

1scjA.pdb

1af4.pdb

· Models obtinguts per HMM (list):

P11018.mod1.hmm

P11018.mod2.hmm

1scjA.pdb

1be6.pdb

1bh6A.pdb

Execució de Procheck:


$ procheck list

$ procheck_single P11018.mod1.clustal 3.0




       (nom del model)       (resolució)


 (executem aquesta mateixa comanda per a cadascun dels models).

Resultats d’interès:

· Mapa de Ramachandran

· Mapa per a les posicions conflictives
· Canvis en les estructures secundàries

· Planaritat dels enllaços

RESULTATS PER ALS MODELS DE CLUSTALW

Mapa de Ramachandran per als models obtinguts a partir de ClustalW:


Les zones vermelles corresponen a regions amb una relació d’angles favorable (adequada per a una estructura secundària regular). El 86% dels residus estan dins d’aquests zones. Les que tenen una relació d’angles menys idònia surten en les regions grogues.  Els residus que es troben fora d’aquestes zones tenen una relació d’angles no acceptada. En aquest model hi ha un 0.3% dels residus en aquestes regions. 

El procheck també genera aquest gràfic, ones presenta un mapa de Ramachandran separat per a diferents aminoàcids. Els que estan marcats en vermell tenen conformacions desfavorables.

A continuació es presenta un quadre resum dels Procheck, fet per separat per a cada un dels dos models:

· Model 1 (P11018.mod1.clustal):

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

 |                                                                            |

 | P11018.mod1.clustal   3.0                                     319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   84.5% core   12.9% allow    1.8% gener    0.7% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   15 labelled residues (out of 317)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 180)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:   10 |

*|                     Bond len/angle:    6.4    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.10  Covalent:  -0.28    Overall:  -0.16 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.8% within limits   1.2% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  91.1% within limits   8.9% highlighted       2 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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

· Model 2 (P11018.mod2.clustal):

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

 |                                                                            |

 | P11018.mod2.clustal  3.0                                      319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   85.2% core   12.9% allow    1.5% gener    0.4% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   10 labelled residues (out of 317)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      4 labelled residues (out of 180)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:    9 |

*|                     Bond len/angle:    6.3    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.07  Covalent:  -0.27    Overall:  -0.14 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.7% within limits   1.3% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  90.7% within limits   9.3% highlighted       1 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

   + May be worth investigating further.  * Worth investigating further.
He destacat en vermell les informacions més rellevant. Podem concloure que tots dos models tenen una validesa bastant semblant. Tenen un aproximadadment un 85% dels residus les regions més favorables i menys d’un 1% de residus en configuració desfavorable.

RESULTATS PER ALS MODELS D’HMM

Procedim de la mateixa manera amb els models obtinguda a partir de l’alineament per Hidden Markov. Els resultats són els següents:

Mapa de Ramachandran:


Ens apareixen els següents aminoàcids fora de les regions favorables: Asp72, Phe 267, Ile 64, Asn 236, Ser 266, Asp 288, Gln 268. 

Els quadres resum són els següents:

· Model 1 (P11018.mod1.hmm):

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

 |                                                                            |

 | P11018.mod1.hmm    3.0                                        319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   84.5% core   12.5% allow    1.8% gener    1.1% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   15 labelled residues (out of 317)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      1 labelled residues (out of 180)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.0              Bad contacts:   18 |

*|                     Bond len/angle:    7.0    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.11  Covalent:  -0.30    Overall:  -0.18 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.6% within limits   1.4% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  91.3% within limits   8.7% highlighted       1 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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

· Model 2 (P11018.mod2.hmm):

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

 |                                                                            |

 | P11018.mod2.hmm      3.0                                      319 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   81.2% core   15.1% allow    1.8% gener    1.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   21 labelled residues (out of 317)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      4 labelled residues (out of 180)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     6.0              Bad contacts:   13 |

*|                     Bond len/angle:    9.2    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.11  Covalent:  -0.35    Overall:  -0.19 |

 |                                                                            |

*| M/c bond lengths: 98.5% within limits   1.5% highlighted       1 off graph |

*| M/c bond angles:  91.1% within limits   8.9% highlighted       4 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

         + May be worth investigating further.  * Worth investigating further.
Segons els resultats de Procheck, els primer model de HMM té més residus dins el core acceptat, que el segon model.

Si comparem els models de HMM amb els de ClustalW, tant el model 1 de CustalW com el model 1 de HMM tenen un 84,5% dels residus dins del core. Donat que no hi ha molta diferència de resultats, caldrà executar el prosa per valorar-los més detalladament.

B) DSSP

Aquest programa calcula l’estructura secundària d’una proteïna a partir d’un alineament estructural. La idea és obtenir un alineament de l’atribució de cada residu de les diferents estructures secundàries amb la seqüència. Mitjançant la comparació residu a residu de l’estructura secundària real amb les estructures secundaries de cada model predit, podem veure quin dels models és més proper a la realitat.

Des de la variables d’entorn cshrc, executem el DSSP de la següent manera:


$ dssp P11018.mod1.clustal P11018.mod1.clustal.dssp

$ aliss.pl P11018.mod1.clustal.dssp

Això ho convertim amb la comanda aliss l’output de dssp a un format més intel·ligible:

& aliss.pl P11018.mod1.clustal.dssp

Un cop hem transformat (P11018.mod1.clustal.dssp):
>P11018.mod1.dsspSeq

MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDA

ISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELK

EAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL*

>P1;P11018.mod1.dsspSS

P11018.mod1.dsspSS

-------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT----SSEEEE--BSSSB---T

T--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHH

HHHHHHHHTT-EEEEE--S----STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHHS-------------*

Creem el fitxer models.pir per tal de poder comparar els primers models obtinguts amb clustalW i amb  hmm. Primer executem els dssp i després apliquem la comanda Aliss. A continuació apliquem l’Aconvert per obtenir una alineament que ens permeti comparar-los.

$ dssp P11018.mod1.clustal P11018.mod1.clustal.dssp

$ dssp P11018.mod1.hmm P11018.mod1.hhm.dssp

$ aliss.pl P11018.mod1.clustal.dssp >> models.pir

$ aliss.pl P11018.mod1.hmm.dssp >> models.pir

$ aconvertMod2.pl -in p -out c < models.pir > models.aln 

En l’alineament s’indica l’estructura secundària de cada residu:

      
H ( correspon a les hèlixs alfa

E  ( correspon a les cadenes beta

      
S i T ( loops (estructures que no són ni alfa ni beta).

Models.aln. L’alineament obtingut és el següent:

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

P11018.mod1.clustal.dsspSS   -------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL

P11018.mod1.hmm.dsspSS       ------------SS---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

P11018.mod1.clustal.dsspSS   ---SSEEEE--BSSSB---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG

P11018.mod1.hmm.dsspSS       -TTS-EEEESTTSS-S---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SB

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.mod1.clustal.dsspSS   TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.mod1.hmm.dsspSS       TTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BSS--HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--SS

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

P11018.mod1.clustal.dsspSS   ---STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG

P11018.mod1.hmm.dsspSS       --SSS--SSS-BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.mod1.clustal.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY

P11018.mod1.hmm.dsspSS       EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SS-SSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--

P11018.mod1.clustal.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL

P11018.mod1.clustal.dsspSS   SHHHHS-------------

P11018.mod1.hmm.dsspSeq      LTAPDELAEKAEQSHLLTL

P11018.mod1.hmm.dsspSS       SHHHH--------------

Per DSSP no s’observen grans diferències entre els models comparats. Podem destacar que una de les hèlixs ha quedat més allargada amb el modelat de HMM (ha agafat un glutàmic dins la hèlixs) i que cap a la regió C-terminal, ClustalW ha modelat una hèlixs, mentre a l’altre model queden contemplats cim a gir.

El DSSP permet comparar la predicció d’estructura secundària dels nostres models amb l’estructura secundària real de la subtilisina. Això però ho farem més endavant.
PRACTICA 6:
PREDICCIÓ ESTRUCTURAL (AB INITIO I THREADING)

 I VALORACIÓ DE L'ESTRUCTURA
**Validació i identifiació de les regions mal modelades del model de subtilisina de la pràctica 5. 

Arreglar l’alineament amb la predicció d’estructura secundària i mirar de millorar els models.

Fins ara hem obtingut una sèrie de models, a partir d'un seqüència problema, hem agafat seqüències homòlogues de les quals coneixem l'estructura i n’hem fet un alineament. A partir d’aquest hem creat un model. La manera de crear el model és semblant a RMN es crea un model, a partir de les distàncies entre els àtoms, de les estructures conegudes.

L’objectiu d’aquesta pràctica és avaluar la validesa d'un model, mitjançant els seus potencials energètics.
Això pot ser útil per saber quina ha de ser l’estructura final. Sabem que la nostra seqüència ha de presentar algun dels plegaments coneguts (hèlix, làmina). Substituïm la seqüència pel plegament i mirem per a quin plegament la proteïna presenta una energia mínima (és a dir, hi ha les mínimes interaccions desfavorables entre àtoms).
P= 1/Z * e -E/KT
E= -KT*lnP + kT*lnZ
L’energia d’una residu en una determinada posició corresponen a la suma de les energies d’aquell aminoàcid. Podem calcular el potencial d'energia que relacioni dos residus:
P(aa)1,(aa)2  ( E(aa)1=  ( E (aa1, i, di)
Es tracta de calcular els potencials dels diferents residus de la proteïna respecte als altres residus del seu voltant i es fa una mitjana.
Els punts on l'energia sigui positiva, corresponen a llocs on el plegament no és Standard. Si la suma és negativa, el model és correcte.
6.1. ÚS DE PROSA II

(manual: prosaII pàg.20: 1,2,3,5,6)

Copiem el fitxer prosa.tar el el directori de treball:

$ cp /disc9/practica_6/prosa.tar .
Variables d’entorn:

$ tcsh


$ source /disc9/cshrc

Execució de prosa:

$ prosa
SESSIÓ 1

2. Baixar i analitzar una proteïna
read pdb pdb2aat.ent obj1

analyse energy obj1

plot

Llegeix la informació de les coordenades dels àtoms del pdb i n’analitza el seu potencial energètic. Genera una gràfic amb l’energia de cada residu. Aquest primer gràfic és però molt irregular.

3. Canviar el tamany de la finestra
La representació gràfica anterior presenta molt soroll. Per suavitzar-la, fer un smooth. Per fer-ho creem una finestra, que es desplaci per la seqüència i calculi la mitjana de l'energia en l'interval.
winsize obj1 50

plot

Hem fet una finestra de 50 residus. Ara està molt més suavitzat. Tota l'energia és negativa, tota l'estructura és doncs estable. L’energia té dos components: la interacció amb la superfície (interacció amb l'aigua) i la interacció dels parells en l'interior de l'estructura. En aquest plot tenim els dos tipus d’energia juntes representades. Més endavant podrem separar-les.
5. Baixar i analitzar una segona proteïna

Procedim com amb la primera proteïna. Per a aquesta proteïna especifiquem color vermell en el gràfic per tal de distingir-les.

read pdb pdb1sap.ent obj2

analyse energy obj2

plot

color * obj2 red

winsize * 50

plot

En el gràfic en PostScript, la línea més fina correspon a la primera proteïna (2aat), i la gruixuda a la segona (1sap). Així doncs, la segona proteïna és la que presenta un perfil energàtic més favorable (més negatiu).

6. Editar el gràfic
draw * * 0 
( Esborra els gràfics d'energia preexistents
draw pair * 1 
( Dibuixa un parell d'energies de totes les proteïnes baixades.
plot 

( Mostra els gràfics d'energia
7. Export a postcript file
export plot myplot ( Obtenim el gràfic en PostSript (extensió.ps), visualitzable per GhostView.
Convertim el fitxer postscript en una imatge jpg:


$ convert –antialias –rotate 90 myplot.ps myplot.jpg

SESSIÓ 2

2aat,3aat,1aaw i 1spa són proteïnes iguals però amb resolució diferent.
Session2.cmd és un fitxer que conté totes les comandes d'una sessió. Podem crear-lo amb un editor de text i executar totes les comandes de cop, de manera que si fem errors o volem repetir-ho és molt més àgil.
session2.cmd
read pdb pdb2aat.ent 2aat ( per defecte la primera proteïna prendrà color groc al gràfic
read pdb pdb3aat.ent 3aat

read pdb pdb1aaw.ent 1aaw

read pdb pdb1spa.ent 1spa

analyse energy *

draw * * 0

draw pair * 1

color * 3aat cyan

color * 1aaw red

color * 1spa white

winsize * 50

plot

Opcions:

$ prosaII -s session2.cmd ( El plot es visualitza per pantalla al programa prosa
$ prosaII -f session2.cmd ( El plot queda gruardat en un fitxer en Postsript
De les quatre resolucions, la que presenta un energia més baixa és la 1spa a 2.0Å (representada per una línea de punts (en blanc la prosa), és l’estructura que tenia un resolució més alta. A continuació trobem  les proteïnes 1aaw  (línia de punt més fina) i 3aat (línia gruixuda). Finalment, la que té energia més alta és la de més baixa resolució (2aat a 2.8 Å, en color groc al gràfic).


SESSIÓ 3

$ prosaII -s session3.cmd

En aquesta sessió s’analitzen dues lactat deshidrogenases:

session3.cmd
read pdb pdb3ldh.ent 3

read pdb pdb6ldh.ent 6

analyse energy *

color * 6 red

winsize * 50

graph title 3ldh 6ldh

plot

export plot session3


La 3ldh està representada per la línia fina  i la 61dh per la gruixuda. Veiem que la 6ldh té un potencial d'energia tot negatiu i més baix. La seva estructura és doncs més correcta. L'estructura de 3ldh és incorrecta (té parts amb energia positiva) degut a una seqüència aminoacídica incorrecta:
Si obrim el pdb, trobem un apartat dins de REMARK on ho explica:

REMARK   4                                                             




 3LDH  95
REMARK   4 THE RESIDUE SEQUENCE REPRESENTED IN THE SEQRES RECORDS       
3LDH  96
REMARK   4  BELOW IS THE SAME AS THAT FOR WHICH COORDINATES ARE GIVEN   
3LDH  97
REMARK   4  IN THE MAIN BODY OF THIS ENTRY.  RECENT WORK HAS YIELDED A  
3LDH  98
REMARK   4  SIGNIFICANTLY MODIFIED SEQUENCE WHICH HAS REQUIRED SOME     
3LDH  99
REMARK   4  REBUILDING OF THE STRUCTURE.  THIS COORDINATE SET IS BASED  
3LDH 100
REMARK   4  ON THE EARLIER SEQUENCE AND SHOULD BE USED WITH CAUTION IF  
3LDH 101
REMARK   4  DETAILED STUDIES ARE CONTEMPLATED.  NEW COORDINATES FROM    
3LDH 102
REMARK   4  THE REBUILT STRUCTURE WILL BE AVAILABLE FROM THE DATA BANK  
3LDH 103
REMARK   4  IN THE FUTURE.                                              




3LDH 104
SESSIÓ 5

Analitzem la 2aat i la 1spa, aminotransferases resoltes a diferent resolució. Generem un gràfic que mostra la diferència d'energies entre les dues.

$ prosaII -s session5.cmd
session5.cmd







Baixar els potencials del C i del C
pair potential $PROSA_BASE/pII3.0.pair-cb pcb   
( càlcul de potencial de parells C l’anomena pcb
surface potential $PROSA_BASE/pII3.0.surf-cb scb 
( càlcul de potencial de superfície de C: scb 
pair potential $PROSA_BASE/pII3.0.pair-ca pca       
( càlcul de potencial de parells C: pca
surface potential $PROSA_BASE/pII3.0.surf-ca sca 
( càlcul de potencial de superfície C: sca







Baixar les proteïnes

read pdb pdb2aat.ent aat   



( llegeix la proteïna 2aat i l'anomena aat
read pdb pdb1spa.ent spa 



( llegeix la proteïna 1sap i l'anomena spa







Especificar potencials i analitzar l'energia

use potential aat pca sca pcb scb 


( ús dels potencials pcb scb pcs sca per a aat
use potential spa pca sca pcb scb 
analyse energy *              



( analitza l'energia amb els potencials especificats







Seleccionar paràmetres

color * aat yellow

color * spa red








Establir finestra de 50 residus per suavitzar

winsize * 50

plot








Mostrar diferència entre C i C
diff aat spa diff




( calcula la diferència i passa el resultat a l’objecte 'diff'.
plot





( mostra la diferència en un gràfic (en verd).







Mostrar l'energia de parells

draw * * 0

draw pair * 1





( mostrar només l'energia de parells
plot

export plot session5

Hi ha dos tipus de potencial: un calculat per als carbonis alfa i un calculat per als carbonis beta. Per defecte es calcula sempre el carboni beta, ja que és el que té més sentit, perquè et diu cap a on s'orienta la cadena lateral.
En el gràfic final veiem en la línia superior la diferència de potencials d'energia de parells entre les dues proteïnes analitzades. Les línies fina i gruixuda inferiors mostren el potencial d'energia de parells de cadascuna de les dues proteïnes.
Al comparar l’aport que fa del C amb l'energia total obtinguda per al C, veiem que es suavitza el perfil l'energia. 

SESSIÓ 6

$ prosaII -s session6.cmd

session6.cmd
pair potential $PROSA_BASE/pII3.0.pair-ca pca          
( baixar el potencial de parells C 'pca'
surface potential $PROSA_BASE/pII3.0.surf-ca sca     
( baixar el potencial superficie C: 'sca' 
read pdb pdb3phy.ent phy



( llegir proteïna phy: 'phy' 
read pdb pdb2lzh.ent lzh



( llegir proteïna 2lzh: '2lzh'
use potential phy pca sca

use potential lzh pca sca

analyse energy *

color * phy yellow

color * lzh red

winsize * 10

plot

export plot session6

Ara hem analitzat només l'energia deguda al carbonis alfa, donat que proteïnes aquí analitzades no presenten cadenes laterals.  Es tracta de dues proteïnes que només contenen Ccoordinats. 

El 2lzh té una energia que sembla més a la de la proteïna nativa. Per contra, el 1phy e un perfil més problemàtic (línia fina).
P.6.2: VALIDACIÓ DELS MODELS CREATS A LA PRÀCTICA 5

Un cop vist el funcionament de prosaII, en aquesta pràctica passarem a validar els nostres models creats a partir de clustalW i de Hidden Markov, a través de programa prosa.
· Partim dels següents models:
      P11018.mod1.clustal

P11018.mod2.clustal

P11018.mod1.hmm

P11018.mod2.hmm

COMPARACIÓ DELS MODELS DE CLUSTALW

· P11018.mod1.clustal

· P11018.mod2.clustal

· Creem un fitxer de text amb les comandes següents que analitzi l’energia total (de parells i de suprefície) dels dos models i ho presenti en un gràfic:
comandes.clustal.cmd
read pdb P11018.mod1.clustal clustal1

analyse energy clustal1

color * clustal1 green

plot

winsize clustal1 50

plot

read pdb P11018.mod2.clustal clustal2

analyse energy clustal2

plot 

color * clustal2 magenta

winsize * 50

plot 

draw * * 0

draw pair * 1

plot

export plot prosa_clustal1_clustal2
· Executem prosa:

$ prosaII -f comandes.clustal.cmd

· Mitjançant el programa GIMP, importem la imatge del prosa i la convertim a l’extensió jpg.
Prosa_clustal1_clustal2. Obtenim el resultat següent:



En la comparació dels dos models de ClustalW veiem que hi ha dues regions de més inestabilitat, amb energia positiva, a part de la regió N-terminal final. Malgrat tot, els dos models són molt similars. D'entre els dos models de ClustalW, n'escolliríen el primer model, ja que a la regió situada cap al residu 70 el pic d'energia és una mica menor que el pic del segon model i al segon pic no arriba a sobrepassar l'energia positiva.
COMPARACIÓ DELS MODELS DE HIDDEN MARKOV

Procedim igual que abans, però amb els models de Hidden Markov:

· P11018.mod1.hmm

· P11018.mod2.hmm

· comandes.hmm.cmd
read pdb P11018.mod1.hmm hmm1

analyse energy hmm1

color * hmm1 cyan

plot

winsize hmm1 50

plot

read pdb P11018.mod2.hmm hmm2

analyse energy hmm2

plot 

color * hmm2 yellow

winsize * 50

plot 

draw * * 0

draw pair * 1

plot

export plot prosa_hmm1_hmm2
· Executem prosa:

$ prosaII –f comandes.hmm.cmd 

· Importem la imatge amb GIMP

· Gràfic:

Pel que fa a la comparació dels dos models de Hidden Markov, per contra, veiem com ambdós models presenten diferències més acusades. En la regió situada al voltant del residu 200, el pic del segon model és molt superior al del primer model, per tant el primer model de hmm és millor. Aquest pic d'inestabilitat, on l'energia dels dos moldes hmm és tan variable, mostra que hi ha una regió d'inestabilitat entre dues regions més estables i que té molta llibertat. Presumiblement es pot dir que en el model s'ha predit un loop que ha interrumput una estructura secundària estable, com una alfa -hèlix o una làmina. Per dir-ho amb exactitud, però haurem d'executar el PSI-RED i comparar l'estructura secundària predita amb la real.
COMPARACIÓ DELS 4 MODELS

P11018.mod1.clustal

P11018.mod2.clustal

P11018.mod1.hmm

P11018.mod2.hmm

· comandes.tots.cmd
read pdb P11018.mod1.clustal clustal1
analyse energy clustal1

plot

color * clustal1 green

winsize * 50

plot

read pdb P11018.mod2.clustal clustal2

analyse energy clustal2

plot 

color * clustal2 magenta

winsize * 50

plot 

read pdb P11018.mod1.hmm hmm1
analyse energy hmm1

plot 

color * hmm1 cyan

winsize * 50

plot 

read pdb P11018.mod2.hmm hmm2

analyse energy hmm2

plot 

color * hmm2 yellow

winsize * 50

plot 

draw * * 0

draw pair * 1

plot

export plot prosa_tots 

Comparació dels quatre models:


Tot i que teòricament esperàvem que els models per Hidden Markov donessin millor resultat, ja que estan basat en un alineament estructural, el qual és més realista que un alineament de seqüència, els models de ClustalW també són prou bons. Això pot ser degut a que l’alineament de partida de ClustalW presentava pocs gaps.

De totes maneres, no hi ha un model que sigui clarament millor a la resta. En el pic de la zona més N-terminal els models de ClustalW tenen un pitjor perfil, mentre que en el pic següent succeeix el contrari. EL model que presenta pitjor perfil, i per tant, primer a descartar és el segon de Hidden Markov.

Comparació clustal1 vs. Hmm1:

Com ja s’ha raonat anteriorment en la comparació dels models dos a dos, els dos millors models són el primer de ClustalW i el el primer de Hidden Markov (clustal1 i hmm1).  Així es que fem una comparació dels dos models entre ells per tal d’escollir el millor model.

Ambdós models tenen perfils molt igualats. El primer “pic” d’energia positiva és més elevat per al model de ClustalW, mentre que el segon pic és més desfavorable per al model de Hidden Markov. 

Vist que no hi ha una model que destaqui sobre l’altre, mirem els perfils de Ramachandran (pràctica 5.4), però ambdós models tenen un % de residus dins el core d’acceptació també igualat.

Així és que escollim el primer model de Hidden Markov per fer l’optimització del modelat, ja que és el que en teoria té més sentit biològic degut a que es basa en un alineament estructural (l’estructura és el que més es conserva). Malgrat això també es podria haver escollit l’altre model.

Passarem doncs a predir l'estructura secundària amb PSI-PRED per analitzar les regions que han donat un perfil energètic positiu.
P6.3: PREDICCIÓ ESTRUCTURA SECUNDÀRIA: PSI-PRED. 
El programa PSI-PRED prediu l'estructura secundària d’una proteïna a partir de la seva seqüència. Aquest programa està basat en un xarxa neuronal, que ha après la tendència d'una determinada seqüència de residus a trobar-se en una determinada estructura secundària. És una machine learning. PSI-PRED mira quina és la variació d'aquests residus, incorpora aquesta informació i decideix quin pes dóna a la seqüència perquè tingui estructura alfa o beta (quina probabilitat té de ser alfa o beta).
Aquesta predicció es pot comparar amb la predicció d’estructura secundària més realista que dóna el DSSP, a partir d’un alineament estructural. 

Aquesta predicció ens permetrà analitzar les zones conflictives (amb energia positiva) del nostres models i mirar de millorar-les.
FUNCIONAMENT

1. Primer trobem quin aminoàcid està a cada posició.

2. Cerca d’homòlegs de la seqüència. 

3. Amplifiquem el resultat per PSI-BLAST. 
4. Predicció de l’estructura secundària. Movem una finestra (d'uns 15 residus) al llarg de la seqüència i anem assignant la probabilitat que els residus compresos dins la finestra formin part d’una estructura secundària o altra.
5. Neteja. Per exemple dos residus seguits loop-loop els posa com a un sol loop.
EXECUCIÓ DE PSI-PRED

L’input és la seqüència problema en format fasta.

$ psipred P11018.seq

Obtenim els següents outputs:


1. P11018.horiz


2. P11018.ss2

1. P11018.horiz:

És un fitxer amb l’alineament horitzontal de la seqüència i la predicció d’estructura secundària.

Conf: representa el grau de confidencialitat de la predicció. 

9= màxima confidencialitat 

1= baixa confidencialitat

Pred: mostra la predicció d’estructura secundària

E= làmina beta
H= hèlix alfa
C= loop (coil)
AA: seqüència aminoacídica

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.3 by David Jones)

Conf: 987124425676677412257888621032223564068987648999857888872577
Pred: CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH
  AA: MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
              10        20        30        40        50        60
Conf: 325554220467888887888888887671664422237898268742797489999761
Pred: HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC
  AA: KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG
              70        80        90       100       110       120
Conf: 799874037887544655317852899706889880789999999964792899996378
Pred: CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC
  AA: GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE
             130       140       150       160       170       180
Conf: 887888776678877652168887548996000035788404750898158975288053
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE
  AA: GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
             190       200       210       220       230       240
Conf: 315445678999999999997364554675389999999863023568773124005675
Pred: EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE
  AA: KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY
             250       260       270       280       290       300
Conf: 2016887665421025469
Pred: EEHHHHHHHHHHHCCCCCC
  AA: LTAPDELAEKAEQSHLLTL
             310
2. P11018.ss2

Correspon a la seqüència en format fasta seguida de la predicció. Però no es troben alineades:

>P1;P11018.ss2Seq
P11018.ss2Seq
MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKED
AISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPEL
KEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKY
GKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL
*
>P1;P11018.ss2SS
P11018.ss2SS
CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHH
HHHHHHHHHCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEE
EEECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEEEEHHHHHHHHHHHCCCCCC
*

PSIPRED2PIR

Amb aquesta comanda convertirem el fitxer anterior a format pir

$ psipred2pir.pl P11018.ss2 > P11018.ss2.2D
D’aquesta manera serà llegible pel DSSP.

DSSP

Ara calcularem les estructures secundàries reals  mitjançant DSSP i les convertim a format pir. DSSP calcula l’estructura secundària a partir d’una coordenades (Rasmol utilitza aquest mateix sistema però d’una manera menys precisa).

$ dssp P11018.mod1.clustal P11018.clustal.dssp

Aliss.pl llegeix la sortida dssp i la transforma en un alineament de la seqüència i la estructura secundària predita:
$ aliss.pl P11018.clustal.dssp 

>P1;P11018.clustal.dsspSeq
P11018.clustal.dsspSeq
MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDA
ISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELK
EAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL*
>P1;P11018.dsspSS
P11018.dsspSS
-------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT----SSEEEE--BSSSB---T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S----STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHHS-------------*
UNIÓ DEL MODEL PREDIT I EL REAL

Unim la seqüència, el model predit per PSI-PRED i el model real calculat per DSSP. En format pir.

$ psipred.pl P11018.ss2 >> P11018.2D

$ aliss.pl P11018.dssp >> P11018.2D

$ more P11018.2D

>P1;P11018.ss2Seq
P11018.ss2Seq
MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKED
AISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPEL
KEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKY
GKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL
*
>P1;P11018.ss2SS
P11018.ss2SS
CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHH
HHHHHHHHHCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEE
EEECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEEEEHHHHHHHHHHHCCCCCC
*
>P1;P11018.dsspSeq
P11018.dsspSeq
MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKEDA
ISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELK
EAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL*
>P1;P11018.dsspSS
P11018.dsspSS
-------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT----SSEEEE--BSSSB---T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S----STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHHS-------------*
Creem un fitxer amb la seqüència, l’estructura secundària predita i l'estructura secundària real.
ACONVERT

$ aconvertMod2.pl -in p -out c < P11018.2D > P11018.2D.aln

$ more P11018.2D.aln

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment
P11018.ss2Seq   MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
P11018.ss2SS    CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH
P11018.dsspSeq  MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
P11018.dsspSS   -------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-
P11018.ss2Seq   KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG
P11018.ss2SS    HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC
P11018.dsspSeq  KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG
P11018.dsspSS   ---SSEEEE--BSSSB---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-
P11018.ss2Seq   GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE
P11018.ss2SS   CCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC
P11018.dsspSeq  GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE
P11018.dsspSS   TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-
P11018.ss2Seq   GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
P11018.ss2SS    CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE
P11018.dsspSeq  GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
P11018.dsspSS   ---STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
P11018.ss2Seq   KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY
P11018.ss2SS   ECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE
P11018.dsspSeq  KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY
P11018.dsspSS   EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--
P11018.ss2Seq   LTAPDELAEKAEQSHLLTL
P11018.ss2SS    EEHHHHHHHHHHHCCCCCC
P11018.dsspSeq  LTAPDELAEKAEQSHLLTL
P11018.dsspSS   SHHHHS-------------
Ara hem alineat la predicció, la seqüència i l'estructura secundaria real. Veiem que es poden donar errors i confondre's una làmina beta per una hèlix, ja que el que calcula són les ponts d'hidrogen. Normalment la zona amb més errors és la N-terminal.
PSI-PRED vs. DSSP PER ALS 4 MODELS

Un cop mostrat el funcionament dels programes, farem la comparació de la estructura secundària predita per PSI-PRED de la seqüència i l’estructura secundària calculada per DSSP per a cadascun dels 4 models.

Fem dssp per a cada un dels models:

$ dssp P11018.mod1.clustal P11018.mod1.clustal.dssp

$ dssp P11018.mod2.clustal P11018.mod2.clustal.dssp
$ dssp P11018.mod1.hmm P11018.mod1.hmm.dssp

$ dssp P11018.mod2.hmm P11018.mod2.hmm.dssp
Fem aliss pels dssp per passar-los a format .pir (2D). Els unim en un mateix fitxer.


$ aliss.pl P11018.mod1.clustal.dssp >> P11018.mod1.clustal.2D

$ aliss.pl P11018.mod2.clustal.dssp >> P11018.mod2.clustal.2D

$ aliss.pl P11018.mod1.hmm.dssp >>P11018.mod1.hmm.2D

$ aliss.pl P11018.mod2.hmm.dssp >> P11018.mod2.hmm.2D
Fem psipred de la sequència en fasta (P11018.seq):

$ psipred P11018.seq
Fem aliss2pir del fitxer P11018.ss2 generat per passar-lo format .pir:  

$ aliss2pir P11018.ss2 >> P11018.ss2.2D
Creem un fitxer P11018.ss2.4models.2D, on hi hagi el contingut de P11018.ss2.2D junst amb la predicció d’estructura secundària dels 4 models:
>P1;P11018.ss2Seq 
P11018.ss2Seq  
MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDLKNQIIGGKNFTDDDGGKED
AISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLGGENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPEL
KEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKY
GKLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLYLTAPDELAEKAEQSHLLTL
*
>P1;P11018.ss2SS 
P11018.ss2SS  
CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHH
HHHHHHHHHCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEE
EEECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEEEEHHHHHHHHHHHCCCCCC
*
>P1;P11018.mod1.clustal.dsspSS
P11018.mod1.clustal.dsspSS
-------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT----SSEEEE--BSSSB---T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S----STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHHS-------------*
>P1;P11018.mod2.clustal.dsspSS
P11018.mod2.clustal.dsspSS
-----SS------------B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT----SSEEEE---STT----T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S----STTS----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--SHHHH-SS------SS---*
>P1;P11018.mod1.hmm.dsspSS
P11018.mod1.hmm.dsspSS
------------SS---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TTS-EEEESS-TT-S---T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SBTTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S---SSS--S-S-BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--SHHHH--------------*
>P1;P11018.mod2.hmm.dsspSS
P11018.mod2.hmm.dsspSS
--S---SS-SSS-----------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS-TTS-EEEE---TT-S---T
T--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SBTTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHH
HHHHHHHHTT-EEEEE--S---SSSTTSS--BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SSTTSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--SHHHH--------SSSS--*
Ho transformem amb Aconvert:
$ aconvertMod2.pl -in p -out c < P11018.ss2.4models.2D > P11018.ss2.4models.2D.aln
Aconvert en dóna un fitxer on estan alineades la predicció d’estructura secundària a partirede la seqüència (ss2) i les prediccions ens estructura secundària a partir de les coordenades dels 4 models:
P11018.ss2.4models.2D.aln

CLUSTAL W(1.60) multiple sequence alignment
P11018.ss2Seq             MNGEIRLIPYVTNEQIMDVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLDTGCDTSHPDL
P11018.ss2SS              CCCCEEECCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHH
P11018.mod1.clustal.dsspSS-------S----SSS----B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-
P11018.mod2.clustal.dsspSS-----SS------------B---HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TT-
P11018.mod1.hmm.dsspSS    ------------SS---SS----HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS
P11018.mod2.hmm.dsspSS    --S---SS-SSS-----------HHHHHTTHHHHHHHT---TT-EEEEEES---TT-TTS
P11018.ss2Seq             KNQIIGGKNFTDDDGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAANDSNGGIAGVAPEASLLIVKVLG
P11018.ss2SS              HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEEECCCCEEEEEEEEC
P11018.mod1.clustal.dsspSS---SSEEEE--BSSSB---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-
P11018.mod2.clustal.dsspSS---SSEEEE---STT----TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSB---SSTTSEEEEEE-S-
P11018.mod1.hmm.dsspSS    -TTS-EEEESS-TT-S---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SB
P11018.mod2.hmm.dsspSS    -TTS-EEEE---TT-S---TT--SSSHHHHHHHHHH---SSSS---SSTTSEEEEEE-SB
P11018.ss2Seq             
GENGSGQYEWIINGINYAVEQKVDIISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNE

P11018.ss2SS              
CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCC
P11018.mod1.clustal.dsspSS
TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-
P11018.mod2.clustal.dsspSS
TTS----HHHHHHHHHHHHHTT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-
P11018.mod1.hmm.dsspSS    TTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-
P11018.mod2.hmm.dsspSS    TTTTB--HHHHHHHHHHHHHHT-SEEEE---BS---HHHHHHHHHHHHTT-EEEEE--S-
P11018.ss2Seq             
GDGDERTEELSYPAAYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYG
P11018.ss2SS              
CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCEECCCCCCCEEEEECCCEEEEEECCCEEE
P11018.mod1.clustal.dsspSS---STT-----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
P11018.mod2.clustal.dsspSS
---STTS----BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
P11018.mod1.hmm.dsspSS    --SSS--S-S-BTTTSTTSEEEEEE-TTS-B-TT---STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
P11018.mod2.hmm.dsspSS    --SSSTTSS--BTTTSTTSEEEEEE-TT--B-TTS--STT--EEEE-SSEEEEETTTEEE
P11018.ss2Seq             
KLTGTSMAAPHVSGALALIKSYEEESFQRKLSESEVFAQLIRRTLPLDIAKTLAGNGFLY
P11018.ss2SS              
EECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHCEEEEE
P11018.mod1.clustal.dsspSS
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHS-S-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--
P11018.mod2.clustal.dsspSS
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSS-SSS---HHHHHHHHHHT-B-S-S-HHHHTT-B--
P11018.mod1.hmm.dsspSS    
EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHHSSSBSSSB--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--
P11018.mod2.hmm.dsspSS    EE-SHHHHHHHHHHHHHHHHHH-SSTTSSS--HHHHHHHHHHT-B--S-IIIIITT-B--
P11018.ss2Seq             
LTAPDELAEKAEQSHLLTL
P11018.ss2SS              
EEHHHHHHHHHHHCCCCCC
P11018.mod1.clustal.dsspSS
SHHHHS-------------
P11018.mod2.clustal.dsspSS
SHHHH-SS------SS---
P11018.mod1.hmm.dsspSS    SHHHH--------------
P11018.mod2.hmm.dsspSS    SHHHH--------SSSS--
D'aquí veiem com la predicció de les hèlix és prou bona i coincideix, en termes generals amb l’estructura predita per PSI-PRED. Hi ha però variacions en els residu on s’inicien les cadenes betes o les hèlixs. Hi ha una regió (enquadrada en verd) on s'han predit fulles beta, però a la predicció per estructura obtenim una predicció d'hèlix alfa. 

Pel que fa als extrems, no hi ha ni hèlixs i betes predites perquè el model no disposava d’alineament.

Es mostra en vermell la regió que explicaria el “pic” energètic que havíem vist al perfil de prosa, situada al voltant dels aminoàcids 70 i 110. S’observa com els models prediuen una cadena beta que no apareix a ss2, es confon una hèlix per una cadena beta i no apareix una cadena beta que està present a ss2.
PRÀCTICA 7:

SIMULACIÓ PER DINÀMICA MOLECULAR

** Simulació per dinàmica molecular sense solvent del model de subtilisina i estudi conformacional de l’espai explorat al llarg de 100ps.

L’objectiu de la pràctica és doncs optimitzar el model obtingut a la pràctica 5.

7.1 ÚS DE GRUMOS. EXEMPLE 

FUNCIONAMENT DE GRUMOS

Aquesta optimització la farem mitjançant el programa GRUMOS. Es tracta d’un programa que calcula com estan les energies calculades sobre el propi sistema. Mira paràmetres del model com es interaccions entre els àtoms, els angles dihedres, les interaccions entre càrregues, l’energia dels enllaços, etc. Rectifica aquelles interaccions per tal de millorar l’energia potencial del model. A l'inici del fitxer l'energia no està optimitzada. A mesura que anem fent més passos d’optimització l’energia dels models va millorant.

Rangs d'optimització:

El programa dóna com a sortida 10 rangs d'optimització. Calcula el passos d'optimització basant-se en la fórmula:


Xi+1 = Xi +  V E

El resultat està representat en diferents rangs.

Així doncs, Grumos mira àtom a àtom l’energia del nostre sistema (model). Abans de passar a veure la reactivitat (dinàmica) del sistema, la flexibilitat, tenim que veure l'energia d'un òptim energètic.

El resultat de Grumos serveix per optimitzar la dinàmica. Si un model està mal modelat i hi ha un residu que té molta distància, perd tota la seva energia en streching enlloc de reaccionar. Grumos col·loca bé tots aquests residus. A cada pas calcula l'energia i fa petits retocs en els àtoms, optimitzant el model.

EXECUCIÓ DE GRUMOS

Copiem la pràctica al directori de treball:

 $ cp /disc9/practica_9/pci_DM.tar .

 $ tar xvf pci_DM.tar pci_DM/

Passos: 

1) Topologia (com estan les interaccions entre els àtoms).

2) Optimització

3) Dinàmica molecular dels sistema (No a la llibreta de pràctiques)

Ordre d’execució:

1) Crear l'input

2) Run Grumos

Arpreciacions abans d’executar Grumos:

1. OXT

La part C terminal del PDB ha d’acabar de la següent manera:

C________

O________

OXT______

TER______

Si el que provant és un model, és molt probable que haguem tallat l’extrem C terminal no alineat. Al tallar-lo, la part final no serà OXT, sinó CO, de manera que faltarà un oxigen al final. Aquest O l'hem d'afegir.

Podem fer-ho:


 - Inventant-nos les coordenades


 - Emprant les coordenades de l'últim residu que hem tallat. El nitrogen de l’enllaç peptídic del primer residu eliminat té les coordenades que hauria de tenir l'últim OXT.

2. Ponts disulfur

En cas de tenir ponts disulfur a la proteïna, canviar el nom dels residus implicats en el ponts disulfur seria interessant. Podem mirar els ponts disulfur presents al model mitjançant el Rasmol. Canviarem el nom de les cisteines per cys1 i cys h

Especificarem les relacions entre les cisteïnes de la proteïna pci: 7-23, 11-26, 17-33.

3. Càlcul sense solvent

Un sistema amb aigües implica molt temps de càlcul. Farem el càlcul sense aigües. Emularà un neutralitat de carregues parcials i ens estalviarà temps de càlcul.

4. Ponts d’hidrogen

En el punt on la topologia està llesta, abans posa el número de càrregues dels sistema i el número d’àtoms que té el sistema. Inclou els H polars: “85 hidrògens àtoms will be generated”. Això és per crear els ponts d'hidrogen.

5. Optimització per Steepest Descent
Steepest gradient calcula el valor de l'energia potencial a cada punt. Farem aquest perquè l'altre no el podem fer i és molt més ràpid. Conjugate gradient és útil quan hi ha problemes per trobar un mínim.

6.Shake: 

Manté unes distàncies d'enllaç. Restringeix les distàncies al restringir els enllaços. Si ho pre-fixem guanyem temps de càlcul.

7. Interaccions:

Between groups pair: calculem les interaccions com a bloc. Té més sentit químic.

Between atoms pair: tindria sentit si miréssim interacció entre àtoms de NaCl.

8. Radis d’interacció:

Radi Rc: interaccions properes.(8A) Les calculem totes perquè són molt fortes i molt importants.

Radi Rl: interaccions llunyanes. (13A) Calculem cada un numero determinat de passos d'optimització. Si al llarg dels 10 passos l'àtom està lluny del radi no ho sabrem però estalviem temps de càlcul.

9. Determinació del radi:

Hem de determinar el radi (0.8). Entre 8A i 13A estarà a la nostra llista.

Posem un radi de sequència molt gran 99999, ja que volem que ho calculi tot.

PERIODICITY: per defecte.

RESTRICCIONS: si volem que tot el nostre sistema quedi rígid.

$ grumos

*(Les comandes entrades al programa s’especifiquen en blau. Hi ha referències als requisits abans especificats).

 This program prepares the drivers  to run GROMOS package

 You have to define the pathway in your directory

 A Protein Data Bank (PDB) file is needed here

 A generic name may be xxxx.pdb or whatever name you want

 The only thing you have to comply with is the format PDB

 Tell me path & file with the structure PDB  :

 NAME  >  /disc9/BE/e16980/PRACTICA_7/practica_7/pci.pdb
 You have to select the name of a directory where you want to work

 The default option is .../pro-grumos/

 Give me the directory name :     pci-test
      P  R  O  -  G  R  U  M  O  S

  Program to run GROMOS package, made in the

  Institut de Biologia Fonamental (I.B.F.)

  Universidad Autonoma de Barcelona. Spain

            and

  Department of Physical Chemistry

   Uppsala University

  Version : 2.0

  Author: Baldomero Oliva  Nov.1990

  Revised and tested by :  O. TAPIA   Feb.1991

  Last revision: Baldomero Oliva  (Nov. 1993)

dc mai 28 11:42:17 CEST 2003

  At this point you may be interested in carrying out

  a free energy calculation, or/and dynamic run

  you must define now the files where the restraints are defined

  These files are necessary to run other inputs

  Do you need some more files?  yes/<no> : n
  Do  you want to clean the directory you gave me?  yes/<no> : n 

(1) mirar apreciació nº1.

R U N N I N G  the  P R O G R A M

 Now you are invited to answer the questions of the menu_grumos

     THERE IS NOT A TERMINAL IDENTIFICATION

               IN YOUR DATA FILE

  Check if the program runs, if it is not then follow

  the next instructions.

  You must include the finalization before to run

  this program.

  Write the oxygen terminal of the protein if it is not.

  Include as a new line the same last one,substituting

  the remark ATOM by TER in your PDB file and restart

  the process again .

 Options :

 <a> =====> Continue

  b  =====> Break

 Options :

<a> ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 Options of INPUT  :

<a> ====> TOPOLOGY

 b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

 c  ====> DYNAMIC

 d  ====> Go to MENU

 Options :

<a>   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

 c    =====>   Reduce and obtain the formatted topology

 d    =====>   Modify topology

 e    =====>   Go to MENU

                T O P O L O G Y

   This program read the PDB file. Then, it decides

   if there are disulphide bridges by reading the number

   of SSBOND with the residue CYS ( and not other!

   e.g. CYSH ),it creates a GSF file (old WVG files)

   and the input to run PROGMT.

   The file PDB will be previously rebuilt, in order

   to make the correct numbering of the residues, and

   recalled as :      NAME-OF-PROTEIN.pdbINP

   It will be possible to change the name of the resi-

   dues, but the PDB file will go on having the same

   residue, that means that the only possibility for

   changes will be between names which belong to the

   same residue, for instance :

   1) HISA can be changed into HISB

   2) CYS can be changed into CYS1 or CYS2

   3) GLU and ASP can be changed by GLUH and ASPH

   etc.

   It will be possible also to remove the prostetic

   groups or other groups which apear in  the crystal,

   as for exemple water molecules and counter ions, and

   these also will be removed when to make the GSF file

   One title will be chosen to define all the stuff in

   this directory. It would be interesting for your

   own profit to write on it the name of the molecule,

   the principal characteristic of the simulation, as

   for instance the use or not of solvent, the radius

   of cut-off and cut-on, the charge in the tails N

   and C terminal, etc., and finally the date of the

   work, but just remind that the title can not be

   longer than 80 characters.

   Finally it will be possible to choose between a si-

   mulation with water molecules as solvent or with the

   so called NIS ( non inertial solvent) model,and also

   will be possible to choose the chemical state of the

   tails depending on the pH.

   In case the simulation with water molecules was selec-

   ted, it will be also possible to choose the ionic

   stength, and this will be obtained by adding sodium

   cloride ions. Depending in the tolerance of the error

   to get the ionic strength it will be made the BOX

   which hold the system, that means , if the tolerance

   is very small then the BOX will increase at the same

   time than the number of ions until the correct point

   will be reached.

                 T I T L E

PCI PROVA

   Name of PDB file :  pci.pdb

                 Aminoacid(  1):  GLU

                 Aminoacid(  2):  HISA

                 Aminoacid(  3):  ALA

                 Aminoacid(  4):  ASP

                 Aminoacid(  5):  PRO

                 Aminoacid(  6):  ILE

                 Aminoacid(  7):  CYSH

                 Aminoacid(  8):  ASN

                 Aminoacid(  9):  LYSH

                 Aminoacid( 10):  PRO

                 Aminoacid( 11):  CYSH

                 Aminoacid( 12):  LYSH

                 Aminoacid( 13):  THR

                 Aminoacid( 14):  HISA

                 Aminoacid( 15):  ASP

                 Aminoacid( 16):  ASP

                 Aminoacid( 17):  CYSH

                 Aminoacid( 18):  SER

                 Aminoacid( 19):  GLY

                 Aminoacid( 20):  ALA

                 Aminoacid( 21):  TRP

                 Aminoacid( 22):  PHE

                 Aminoacid( 23):  CYSH

                 Aminoacid( 24):  GLN

                 Aminoacid( 25):  ALA

                 Aminoacid( 26):  CYSH

                 Aminoacid( 27):  TRP

                 Aminoacid( 28):  ASN

                 Aminoacid( 29):  SER

                 Aminoacid( 30):  ALA

                 Aminoacid( 31):  ARG

                 Aminoacid( 32):  THR

                 Aminoacid( 33):  CYSH

                 Aminoacid( 34):  GLY

                 Aminoacid( 35):  PRO

                 Aminoacid( 36):  TYR

                 Aminoacid( 37):  VAL

   Number of aA in the chain:     37

   Do you want change the name of some residue,         YES/<NO> : y (2) 
   Do you want the number of some Aa/group type:      YES/<NO>: y

      What aminoacid/group type : cysh

  Residue number :     7  of  CYSH

  Residue number :    11  of  CYSH

  Residue number :    17  of  CYSH

  Residue number :    23  of  CYSH

  Residue number :    26  of  CYSH

  Residue number :    33  of  CYSH

   How many changes :6

  Aminoacid : CYSH     7  by : cys1

  Aminoacid : CYSH    11  by : cys1

  Aminoacid : CYSH    17  by : cys1

  Aminoacid : CYSH    23  by : cys2

  Aminoacid : CYSH    26  by : cys2

  Aminoacid : CYSH    33  by : cys2

  Actually the situation is :

                 Aminoacid(  1):   GLU

                 Aminoacid(  2):   HISA

                 Aminoacid(  3):   ALA

                 Aminoacid(  4):   ASP

                 Aminoacid(  5):   PRO

                 Aminoacid(  6):   ILE

                 Aminoacid(  7):   CYS1

                 Aminoacid(  8):   ASN

                 Aminoacid(  9):   LYSH

                 Aminoacid( 10):   PRO

                 Aminoacid( 11):   CYS1

                 Aminoacid( 12):   LYSH

                 Aminoacid( 13):   THR

                 Aminoacid( 14):   HISA

                 Aminoacid( 15):   ASP

                 Aminoacid( 16):   ASP

                 Aminoacid( 17):   CYS1

                 Aminoacid( 18):   SER

                 Aminoacid( 19):   GLY

                 Aminoacid( 20):   ALA

                 Aminoacid( 21):   TRP

                 Aminoacid( 22):   PHE

                 Aminoacid( 23):   CYS2

                 Aminoacid( 24):   GLN

                 Aminoacid( 25):   ALA

                 Aminoacid( 26):   CYS2

                 Aminoacid( 27):   TRP

                 Aminoacid( 28):   ASN

                 Aminoacid( 29):   SER

                 Aminoacid( 30):   ALA

                 Aminoacid( 31):   ARG

                 Aminoacid( 32):   THR

                 Aminoacid( 33):   CYS2

                 Aminoacid( 34):   GLY

                 Aminoacid( 35):   PRO

                 Aminoacid( 36):   TYR

                 Aminoacid( 37):   VAL

  Do you want some change more : YES/<NO> : n

You must call CYS1-CYS2 the residues with the bond

   Are there disulphide bridges? YES/<NO> :   y
Do you want change the name of some residue,         YES/<NO> : n

  CYS residues list :

   Residue CYS :     7

   Residue CYS :    11

   Residue CYS :    17

   Residue CYS :    23

   Residue CYS :    26

   Residue CYS :    33

  You must call CYS1-CYS2 the residues with the bond

   Residues CYS1 & CYS2

                 The residue CYS1   is the number :    7

                 The residue CYS1   is the number :   11
                 The residue CYS1   is the number :   17

                 The residue CYS2   is the number :   23
                 The residue CYS2   is the number :   26

                 The residue CYS2   is the number :   33

   Disulphide bridges connections

                 The residue CYS     7     will bond  CYS:

 OK.? YES/<NO> : y

   Options

                <1>  Non inertial solvent, NIS model (3)
                 2   Explicit WATER SPC simulation

                 3   Explicit WATER SPC/E simulation

                 4   Charged Force Field in vacuum

   Value: (enter)

   Options

                <1>  Head NH3 and Tail COO  ==>  6 < pH <  8

                 2   Head NH3 and Tail COOH ==>  0 < pH <  2

                 3   Head NH2 and Tail COO  ==> 12 < pH < 14

                 4   Head NH2 and Tail COOH ==> Specific cases

   Value: (enter)

 Options :

<a> ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 Options :

<a> ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 b

 Options to RUN :

 <a> ====> TOPOLOGY

  b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

  c  ====> DYNAMIC

  d  ====> Go to MENU

 Options :

<a>   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

 c    =====>   Reduce and obtain the formatted topology

 d    =====>   Modify topology

 e    =====>   Transform formated to binary topology

 f    =====>   Modify the water BOX

 g    =====>   Add water molecules to the optimized solute

 h    =====>   Add counter ions to the solvated solute

 i    =====>   Go to MENU

 Directory where is the work :  /disc9/BE/e16980/PRACTICA_7/practica_7/pci-test

 Running the topology without ions

rm: no se puede borrar `fort.10': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.11': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.12': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.9': No such file or directory

 ERRORS IN THE OUTPUT OF PRUGMT :

 LAST 5  LINES OF PRUGMT-OUTPUT

 NAEX14: 586

     NATOM     NCAG     NAEX  NAEX1-4    NBONH     NBON    NTHEH     NTHE    NQHIH     NQHI    NPHIH     NPHI     NRPD     NRPA

       370      213     1084      586       85      298      160      409       72      142       13      184        0        0

 The topology is ready

 Including polar Hydrogens

    85 HYDROGEN ATOMS WILL BE GENERATED

 ERRORS IN THE OUTPUT OF PRUGCH :

 LAST 5  LINES OF PRUGCH-OUTPUT

 3.  A T O M   C O O R D I N A T E S   :

 PCI PROVA

 Options :

<a> ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

(4)

 3.  A T O M   C O O R D I N A T E S   :

 PCI PROVA

 Options :

<a> ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 Options of INPUT  :

<a> ====> TOPOLOGY

 b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

 c  ====> DYNAMIC

 d  ====> Go to MENU

 b

 Have you run the TOPOLOGY program ? no/<yes>: y
 Options :

<a>   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

               O P T I M I Z A T I O N

   The optimization can be done by one of three

   different geometry methods :

      Steepest Descent

      Conjugate Gradient

      Both methods used alternatively

   The program PROEM will be run several times, and

   also this will be chosen.

   Each run involve several steps, and each step

   involves a value called LAMBDA to obtain a new

   set of coordinates. It will be necessary to define

   the maximum value of LAMBDA and the first value to

   start the optimization.

   The number of steps geting a new set of coordinates

   will be also chosen for each run.

   In case the method of Conjugate Gradient was chosen,

   it will be necessary to especify how many times the

   energy gradient in the step must be modified

   Options

                <1>   Conjugate Gradient & Steepest Descent (5)
                 2    Steepest Descent

                 3    Conjugate Gradient

   Value:

 Value:  2
   Number of steps in each run: 1000

   How many times the optimization must be run?       : 10

   First value of Lambda (parameter)  <0.05> :

   Maximum value of Lambda (parameter)<0.10> :

   Select now SHAKE options

   If you use SHAKE we suggest you to select

   bond-stretchings only. Bond angle and

   dihedrals are usually left free. OPTIONS:

   NO SHAKE

   Only the bonds which involve hydrogen atoms

   will be constrained :

   Constraints in IBH-JBH

   All the bonds are constrained

  (SHAKE) In addition IB-JB

   Finally is is also possible to choose if the

   bonds are constrained to the distance in the

   first set of coordinates :

   Length  =   CONSTR

   Or by the distance defined by the TOPOLOGY :

   Length  =   BO

   Options

      <1> SHAKE is not used

       2 Constraints from IBH-JBH,length=BO

       3 Constraints from IBH-JBH,length from CONSTR

       4 <SHAKE>In adition from IB-JB,length=BO

       5 <SHAKE>In adition from IB-JB,length from CONSTR

   Value :

   The calcul of the electric energy and

   Van der Waals energy can be made by three

   different methods :

   By scanning, which means that each step

   is calculated all the possible interactions

   between atoms pairs inside a further especified

   radius.

   By interaction of previous selected atoms pairs

   inside a further especified radius.   In this

   case it will be necessary to make a list of the

   atoms inside such a distance,  this list will

   be made by the same program,  but after several

   steps it will change. The program will ask for

   the number of steps to do it.

   By interaction of previous selected groups pairs

   inside a further especified radius.    In this

   case will be necessary to make a list of the

   atoms inside such a distance,  this list will

   be made by the same program,  but after several

   steps it will change. The program will ask for

   the number of steps to do it. And the groups are

   already defined by the topology program.

  Options

   <1> By interaction between groups pair

    2  By interaction between atoms pair

    3  By scanning

    4  By grid cells

   Value : 

(6)(7)(8)

   Value :

   After how many steps the list change <10> :

   The program will ask now for the radius value

   of cut-off & cut-on, RCUTL>RCUTP, as though

   as the radius values for the switching function.

   You can see :

     Effects of Truncating Long Range Forces on

     Protein Dynamics

     Loncharich ,R.J. &  Brooks ,B.R.

     Division of Computer Research & Technology

     National Institutes of Health (Bethesda)

     PROTEINS (1989) 6 , pp 32-45

   or

     Cut-off size does strongly influence Molecular

     Dynamics results on solvated polypeptides

     Schreiber,H.  &  Steinhauser, O.

     BIOCHEMISTRY (1991) 31 , pp 5856-5860

   Value of RCUTP < 0.8 nm> :

(9)

Si volem tornar al menú de grumos: ./.menu_grumos

COM EVITAR PROBLEMES EN ELS NOSTRES MODELS? ERRORS TÍPICS.

1) No tenir TER final

Si editem un pdb i eliminem la part c terminal ens faltarà l'oxigen final. 

Solució: reemplacem l'últim residu per OXT.

2) que el àtoms no coincideixin amb els que entén el programa.

Solució: programa arrange:

$ arrangeG.pl model_test.pdb model_gumos.pdb

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

      1                             2                          3 

1 programa

2 input (model)

3 output (per passar ja a grumos?)

Aquest mira els dobles residus i errors que hi hagi al model i mira d'arreglar-los. Sobretot són errors de mala definició d'alguns àtoms (Cdelta1 enlloc de Cdelta perquè ha trobat més d'un àtom), perquè hi ha diferents nomenclatures al pdb...

7.2: OPTIMITZACIÓ DEL MODEL PER GRUMOS

Aplicarem el programa Grumos al nostre millor model per tal d’optimitzar-lo. Com ja s’ha raonat, el model escollit és el primer model extret a partir de Hidden Markov: 

P11018.mod1.hmm

PREPARAR L’INPUT

Per aplicar Grumos cal fer 3 coses prèvies:

1. Tallar els extrems: OXT 

L’alineament del model té gaps als extrems (marcats en verd). Això fa que el modelatge d’aquests residus terminals no sigui bo. Un primer pas per millorar el model és doncs extreure aquests residus del pdb de la proteïna modelada. 

#=GS sp|P11018|ISP1_BACSU AC    Major intracellular serine protease

sp|P11018|ISP1_BACSU        mngeirlipyvtneqimdVNELPEGIKVIKAPEMWAKGVKGKNIKVAVLD

1scjA                       ..................AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVID

1gci                        ..................AQSVPWGISRVQAPAAHNRGLTGSGVKVAVLD

1bh6A                       ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIID

1be6                        ..................AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLD

#=GC RF                     ..................xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        TGCDTSHPDLKnqI.IGGKNFTdddGGKEDAISDYNGHGTHVAGTIAAND

1scjA                       SGIDSSHPDLN..V.RGGASFV...PSETNPYQDGSSHGTHVAGTIAALN

1gci                        TGI-STHPDLN..IrRGGASFV...PGEPS-TQDGNGHGTHVAGTIAALN

1bh6A                       TGIASSHTDLK..V.VGGASFV...SG-ESYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

1be6                        TGIQASHPDLN..V.VGGASFV...AG-EAYNTDGNGHGTHVAGTVAALD

#=GC RF                     xxxxxxxxxxx..x.xxxxxxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        SNGGIAGVAPEAS.LLIVKVLGGeNGS...GQYEWIINGINYAVEQKVDI

1scjA                       NSIGVLGVSPSAS.LYAVKVLDS.TGS...GQYSWIINGIEWAISNNMDV

1gci                        NSIGVLGVAPSAElLYAVKVLGA.SGSsggSSVSSIAQGLEWAGNNGMHV

1bh6A                       NTTGVLGVAPNVS.LYAIKVLNS.SGS...GSYSAIVSGIEWATQNGLDV

1be6                        NTTGVLGVAPSVS.LYAVKVLNS.SGS...GSYSGIVSGIEWATTNGMDV

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxx.xxxxxxxxx.xxx...xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        ISMSLGGPSDVPELKEAVKNAVKNGVLVVCAAGNEGD-GDERTeeLSYPA

1scjA                       INMSLGGPTGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSTST..VGYPA

1gci                        ANLSLGSPSPSATLEQAVNSATSRGVLVVAASGNSGA----GS..ISYPA

1bh6A                       INMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGNSGSQNT..IGYPA

1be6                        INMSLGGASGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGNSGSTNT..IGYPA

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx..xxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        AYNEVIAVGSVSVARELSEFSNANKEIDLVAPGENILSTLPNKKYGKLTG

1scjA                       KYPSTIAVGAVNSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNG

1gci                        RYANAMAVGATDQNNNRASFSQYGAGLDIVAPGVNVQSTYPGSTYASLNG

1bh6A                       KYDSVIAVGAVDSNKNRASFSSVGSELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNG

1be6                        KYDSVIAVGAVDSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTNTYATLNG

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

sp|P11018|ISP1_BACSU        TSMAAPHVSGALALIKSYEEEsfqrkLSESEVFAQLIRRTLPLDIA...k

1scjA                       TCMATPHVAGAAALILSKHPT.....WTNAQVRDRLESTATYLGNS....

1gci                        TSMATPHVAGAAALVKQKNPS.....WSNVQIRNHLKNTATSLGGSsttn

1bh6A                       TSMASPHVAGAAALILSKYPT.....LSASQVRNRLSSTATNLGDS....

1be6                        TSMASPHVAGAAALILSKHPN.....LSASQVRNRLSSTATYLGSS....

#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.....xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx....

sp|P11018|ISP1_BACSU        TLAGNGFLYLTAPDElaekaeqshlltl
1scjA                       FYYGKGLINVQAAAQ.............
1gci                        NLYGSGLVNAEAATR.............
1bh6A                       FYYGKGLINVEAAAQ.............
1be6                        FYYGKGLINVEAAAQ.............
#=GC RF                     xxxxxxxxxxxxxxx.............
Editem el pdb: P11018.mod1.hmm i eliminem els 19 primers aminoàcids per l’extrem amino-terminal  i els 13 aminoàcids finals de l’extrem carboxi-terminal. Per tal que Grumos pugui llegit bé l’input cal que l’últim àtom del model (Glutàmic) presenti un OXT. Al PDB final model substituïm el nitrogen del primer residu tallat (Leucina) per OXT, de maner que aprofitem les coordenades d’aquest últim nitrogen per afegir l’oxigen del carboxi-terminal. A més, a la última línea  de GLU (últim residu que deixem).

ATOM   2277  O   GLU   306      12.902   8.980  -6.300  1.00321.80       1SG2278

ATOM   2278  OXT GLU   306      10.882   7.963  -6.223  1.00218.57       1SG2279

2.PONTS DISULFUR

 Mirem amb el Rasmol si al nostre model hi ha ponts disulfur. Si n’hi ha ens interessa saber quants n’hi ha i ente quins àtoms. Es tracta de cerca si hi ha dues cisteines encarades a una distància de entre 2 i 3 Å.

Apliquem les següents comandes de Rasmol: 

Seleccionem i destaquem les cisteïnes.



$ select cys


$ dysplay sticks


$ colors cpk

Al nostre model apareixen dues cisteines: Cys 53 i Cys175. En mesurem la distància:


$ set pick distance

Es trobem a una distància de 15.9 Å. Per tant, no poden formar ponts disulfur.

3.ARRANGEG.pl 

Per evitar problemes amb el Grumos deguts al format, abans d’executar-lo, passem un filtre al PDB: ArrangeG.pl. Es tracta d’un programa que ajusta els formats per tal que Grumos els pugui entendre. Per exemple farà una ordenació dels residus del model un cop tallat començant d’1 fins a l’útim residu (288).

$ arrangeG.pl P11018.mod1.hmm.tall modelhmm.pdb



                   (input: model tallat)
            (output: model arreglat)


4. TER

Editem el pdb sortint (modelhmm) i afegim una línea addicional final: TER, que indicarà a Grumos la terminació de l’estructura.

ATOM   2122  N   GLU   288      11.835  11.400  -6.225

ATOM   2123  CA  GLU   288      10.968  10.325  -6.581

ATOM   2124  C   GLU   288      11.676   9.037  -6.366

ATOM   2125  O   GLU   288      12.902   8.980  -6.300

ATOM   2126  CB  GLU   288      10.605  10.373  -8.071

ATOM   2127  CG  GLU   288       9.764   9.200  -8.566

ATOM   2128  CD  GLU   288       9.746   9.305 -10.082

ATOM   2129  OE1 GLU   288      10.814   9.045 -10.699

ATOM   2130  OE2 GLU   288       8.675   9.662 -10.641

ATOM   2131  OXT GLU   288      10.882   7.963  -6.223

TER
GRUMOS

Un cop fets aquests passos previs, passem a executar Grumos per optimitzar el model. 

$ grumos

A continuació es destaquen els passos importants durant l’execució del programa:

(Al final de la pràctica s’adjunta l’execució del programa Grumos)

· Comencem creant la topologia de l’input.

· Es tracta d’un sol sistema: single system


· Donem el títol: P11018.hmm1

· El fitxer pdb d’entrada és modelhmm.pdb

· Donat que no hem trobat ponts disulfur al model, no cal canviar el nom dels residus

· Fem els càlculs en un ambient sense solvent

· Els extrems han de ser NH3 i COO (ja que simulem un pH fisiològic entre 6 i 8)

· B. Correm un procés i calculem la topologia

· El directori on hi haurà el treball: /disc9/BE/e16980/practica_7b/P11018.hmm1-test

· 3. Atom Coordinates: un cop calculada la topologia, calculem l’energia d’optimització mitjançant Steepest Descent 

· Farem 1000 passos d’optimització

· Correrem 10 cop l’optimització

· No establim Shake (constriccions d’enllaços)
· Donem un radi molt gran per calcular la interacció, per tal que calucli totes les interaccions 
· Imprimim l’energia cada 100 passos. Al haver fet 1000 passos d’optimització obtindrem 10 outputs.
· Correm el procés i calculem l’energia d’optimització. 
ANÀLISI DE L’OPTIMITZACIÓ

Un cop executat Grumos, fem una comparació de l’energia inicial del model  (en el primer pas d’optimització) respecte l’energia final del model després dels 1000 passos d’optimització.

1) Mirem l’energia del primer pas d’optimització:

Outmodelhmm_emnum001.lis:

0    1    0    0    0    0    0    0 0.5000E-01 0.1023E+04 0.1023E+04

    0.12505E+05 0.1651E+02 0.1969E+04 0.5338E+03 0.1497E+04 0.2520E+03 0.1175E+05 0.1005E+00 0.9090E+03

   -0.5364E+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

   0.9400E+03 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

2) Mirem l’energia de l’últim pas d’optimització (pas 1000):

Outmodelhmm_emnum010.lis:


1000    1    0    0    0    0    0    0 0.7856E-03 0.5447E+01 0.5447E+01

   -0.17153E+05 0.2100E+02 0.1909E+03 0.1916E+03 0.1271E+04 0.1623E+03 0.3076E+03 0.3349E+02 0.1184E+04

   -0.9022E+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

  -0.1149E+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

3) Comparem les energies inicial i final:

Energia inicial = 0.12505E+05
Energia final = -0.17153E+05

S’ha passat d’una energia positiva a una energia negativa. Per tant, efectivament el model s’ha optimitzat.

GRUMOS:


Options :

 <a>====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 Options of INPUT  :

 ====> TOPOLOGY

 b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

 c  ====> DYNAMIC

 d  ====> Go to MENU

 Options :

   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

 c    =====>   Reduce and obtain the formatted topology

 d    =====>   Modify topology

 e    =====>   Go to MENU

                T O P O L O G Y

   This program read the PDB file. Then, it decides

   if there are disulphide bridges by reading the number

   of SSBOND with the residue CYS ( and not other!

   e.g. CYSH ),it creates a GSF file (old WVG files)

   and the input to run PROGMT.

   The file PDB will be previously rebuilt, in order

   to make the correct numbering of the residues, and

   recalled as :      NAME-OF-PROTEIN.pdbINP

   It will be possible to change the name of the resi-

   dues, but the PDB file will go on having the same

   residue, that means that the only possibility for

   changes will be between names which belong to the

   same residue, for instance :

   1) HISA can be changed into HISB

   2) CYS can be changed into CYS1 or CYS2

   3) GLU and ASP can be changed by GLUH and ASPH

   etc.

   It will be possible also to remove the prostetic

   groups or other groups which apear in  the crystal,

   as for exemple water molecules and counter ions, and

   these also will be removed when to make the GSF file

   One title will be chosen to define all the stuff in

   this directory. It would be interesting for your

   own profit to write on it the name of the molecule,

   the principal characteristic of the simulation, as

   for instance the use or not of solvent, the radius

   of cut-off and cut-on, the charge in the tails N

   and C terminal, etc., and finally the date of the

   work, but just remind that the title can not be

   longer than 80 characters.

   Finally it will be possible to choose between a si-

   mulation with water molecules as solvent or with the

   so called NIS ( non inertial solvent) model,and also

   will be possible to choose the chemical state of the

   tails depending on the pH.

   In case the simulation with water molecules was selec-

   ted, it will be also possible to choose the ionic

   stength, and this will be obtained by adding sodium

   cloride ions. Depending in the tolerance of the error

   to get the ionic strength it will be made the BOX

   which hold the system, that means , if the tolerance

   is very small then the BOX will increase at the same

   time than the number of ions until the correct point

   will be reached.

                 T I T L E

P11018.hmm1

   Name of PDB file :  modelhmm.pdb

                 Aminoacid(  1):  VAL

                 Aminoacid(  2):  ASN

                 Aminoacid(  3):  GLU

                 Aminoacid(  4):  LEU

                 Aminoacid(  5):  PRO

                 Aminoacid(  6):  GLU

                 Aminoacid(  7):  GLY

                 Aminoacid(  8):  ILE

                 Aminoacid(  9):  LYSH

                 Aminoacid( 10):  VAL

                 Aminoacid( 11):  ILE

                 Aminoacid( 12):  LYSH

                 Aminoacid( 13):  ALA

                 Aminoacid( 14):  PRO

                 Aminoacid( 15):  GLU

                 Aminoacid( 16):  MET

                 Aminoacid( 17):  TRP

                 Aminoacid( 18):  ALA

                 Aminoacid( 19):  LYSH

                 Aminoacid( 20):  GLY

                 Aminoacid( 21):  VAL

                 Aminoacid( 22):  LYSH

                 Aminoacid( 23):  GLY

                 Aminoacid( 24):  LYSH

                 Aminoacid( 25):  ASN

                 Aminoacid( 26):  ILE

                 Aminoacid( 27):  LYSH

                 Aminoacid( 28):  VAL

                 Aminoacid( 29):  ALA

                 Aminoacid( 30):  VAL

                 Aminoacid( 31):  LEU

                 Aminoacid( 32):  ASP

                 Aminoacid( 33):  THR

                 Aminoacid( 34):  GLY

                 Aminoacid( 35):  CYSH

                 Aminoacid( 36):  ASP

                 Aminoacid( 37):  THR

                 Aminoacid( 38):  SER

                 Aminoacid( 39):  HISA

                 Aminoacid( 40):  PRO

                 Aminoacid( 41):  ASP

                 Aminoacid( 42):  LEU

                 Aminoacid( 43):  LYSH

                 Aminoacid( 44):  ASN

                 Aminoacid( 45):  GLN

                 Aminoacid( 46):  ILE

                 Aminoacid( 47):  ILE

                 Aminoacid( 48):  GLY

                 Aminoacid( 49):  GLY

                 Aminoacid( 50):  LYSH

                 Aminoacid( 51):  ASN

                 Aminoacid( 52):  PHE

                 Aminoacid( 53):  THR

                 Aminoacid( 54):  ASP

                 Aminoacid( 55):  ASP

                 Aminoacid( 56):  ASP

                 Aminoacid( 57):  GLY

                 Aminoacid( 58):  GLY

                 Aminoacid( 59):  LYSH

                 Aminoacid( 60):  GLU

                 Aminoacid( 61):  ASP

                 Aminoacid( 62):  ALA

                 Aminoacid( 63):  ILE

                 Aminoacid( 64):  SER

                 Aminoacid( 65):  ASP

                 Aminoacid( 66):  TYR

                 Aminoacid( 67):  ASN

                 Aminoacid( 68):  GLY

                 Aminoacid( 69):  HISA

                 Aminoacid( 70):  GLY

                 Aminoacid( 71):  THR

                 Aminoacid( 72):  HISA

                 Aminoacid( 73):  VAL

                 Aminoacid( 74):  ALA

                 Aminoacid( 75):  GLY

                 Aminoacid( 76):  THR

                 Aminoacid( 77):  ILE

                 Aminoacid( 78):  ALA

                 Aminoacid( 79):  ALA

                 Aminoacid( 80):  ASN

                 Aminoacid( 81):  ASP

                 Aminoacid( 82):  SER

                 Aminoacid( 83):  ASN

                 Aminoacid( 84):  GLY

                 Aminoacid( 85):  GLY

                 Aminoacid( 86):  ILE

                 Aminoacid( 87):  ALA

                 Aminoacid( 88):  GLY

                 Aminoacid( 89):  VAL

                 Aminoacid( 90):  ALA

                 Aminoacid( 91):  PRO

                 Aminoacid( 92):  GLU

                 Aminoacid( 93):  ALA

                 Aminoacid( 94):  SER

                 Aminoacid( 95):  LEU

                 Aminoacid( 96):  LEU

                 Aminoacid( 97):  ILE

                 Aminoacid( 98):  VAL

                 Aminoacid( 99):  LYSH

                 Aminoacid(100):  VAL

                 Aminoacid(101):  LEU

                 Aminoacid(102):  GLY

                 Aminoacid(103):  GLY

                 Aminoacid(104):  GLU

                 Aminoacid(105):  ASN

                 Aminoacid(106):  GLY

                 Aminoacid(107):  SER

                 Aminoacid(108):  GLY

                 Aminoacid(109):  GLN

                 Aminoacid(110):  TYR

                 Aminoacid(111):  GLU

                 Aminoacid(112):  TRP

                 Aminoacid(113):  ILE

                 Aminoacid(114):  ILE

                 Aminoacid(115):  ASN

                 Aminoacid(116):  GLY

                 Aminoacid(117):  ILE

                 Aminoacid(118):  ASN

                 Aminoacid(119):  TYR

                 Aminoacid(120):  ALA

                 Aminoacid(121):  VAL

                 Aminoacid(122):  GLU

                 Aminoacid(123):  GLN

                 Aminoacid(124):  LYSH

                 Aminoacid(125):  VAL

                 Aminoacid(126):  ASP

                 Aminoacid(127):  ILE

                 Aminoacid(128):  ILE

                 Aminoacid(129):  SER

                 Aminoacid(130):  MET

                 Aminoacid(131):  SER

                 Aminoacid(132):  LEU

                 Aminoacid(133):  GLY

                 Aminoacid(134):  GLY

                 Aminoacid(135):  PRO

                 Aminoacid(136):  SER

                 Aminoacid(137):  ASP

                 Aminoacid(138):  VAL

                 Aminoacid(139):  PRO

                 Aminoacid(140):  GLU

                 Aminoacid(141):  LEU

                 Aminoacid(142):  LYSH

                 Aminoacid(143):  GLU

                 Aminoacid(144):  ALA

                 Aminoacid(145):  VAL

                 Aminoacid(146):  LYSH

                 Aminoacid(147):  ASN

                 Aminoacid(148):  ALA

                 Aminoacid(149):  VAL

                 Aminoacid(150):  LYSH

                 Aminoacid(151):  ASN

                 Aminoacid(152):  GLY

                 Aminoacid(153):  VAL

                 Aminoacid(154):  LEU

                 Aminoacid(155):  VAL

                 Aminoacid(156):  VAL

                 Aminoacid(157):  CYSH

                 Aminoacid(158):  ALA

                 Aminoacid(159):  ALA

                 Aminoacid(160):  GLY

                 Aminoacid(161):  ASN

                 Aminoacid(162):  GLU

                 Aminoacid(163):  GLY

                 Aminoacid(164):  ASP

                 Aminoacid(165):  GLY

                 Aminoacid(166):  ASP

                 Aminoacid(167):  GLU

                 Aminoacid(168):  ARG

                 Aminoacid(169):  THR

                 Aminoacid(170):  GLU

                 Aminoacid(171):  GLU

                 Aminoacid(172):  LEU

                 Aminoacid(173):  SER

                 Aminoacid(174):  TYR

                 Aminoacid(175):  PRO

                 Aminoacid(176):  ALA

                 Aminoacid(177):  ALA

                 Aminoacid(178):  TYR

                 Aminoacid(179):  ASN

                 Aminoacid(180):  GLU

                 Aminoacid(181):  VAL

                 Aminoacid(182):  ILE

                 Aminoacid(183):  ALA

                 Aminoacid(184):  VAL

                 Aminoacid(185):  GLY

                 Aminoacid(186):  SER

                 Aminoacid(187):  VAL

                 Aminoacid(188):  SER

                 Aminoacid(189):  VAL

                 Aminoacid(190):  ALA

                 Aminoacid(191):  ARG

                 Aminoacid(192):  GLU

                 Aminoacid(193):  LEU

                 Aminoacid(194):  SER

                 Aminoacid(195):  GLU

                 Aminoacid(196):  PHE

                 Aminoacid(197):  SER

                 Aminoacid(198):  ASN

                 Aminoacid(199):  ALA

                 Aminoacid(200):  ASN

                 Aminoacid(201):  LYSH

                 Aminoacid(202):  GLU

                 Aminoacid(203):  ILE

                 Aminoacid(204):  ASP

                 Aminoacid(205):  LEU

                 Aminoacid(206):  VAL

                 Aminoacid(207):  ALA

                 Aminoacid(208):  PRO

                 Aminoacid(209):  GLY

                 Aminoacid(210):  GLU

                 Aminoacid(211):  ASN

                 Aminoacid(212):  ILE

                 Aminoacid(213):  LEU

                 Aminoacid(214):  SER

                 Aminoacid(215):  THR

                 Aminoacid(216):  LEU

                 Aminoacid(217):  PRO

                 Aminoacid(218):  ASN

                 Aminoacid(219):  LYSH

                 Aminoacid(220):  LYSH

                 Aminoacid(221):  TYR

                 Aminoacid(222):  GLY

                 Aminoacid(223):  LYSH

                 Aminoacid(224):  LEU

                 Aminoacid(225):  THR

                 Aminoacid(226):  GLY

                 Aminoacid(227):  THR

                 Aminoacid(228):  SER

                 Aminoacid(229):  MET

                 Aminoacid(230):  ALA

                 Aminoacid(231):  ALA

                 Aminoacid(232):  PRO

                 Aminoacid(233):  HISA

                 Aminoacid(234):  VAL

                 Aminoacid(235):  SER

                 Aminoacid(236):  GLY

                 Aminoacid(237):  ALA

                 Aminoacid(238):  LEU

                 Aminoacid(239):  ALA

                 Aminoacid(240):  LEU

                 Aminoacid(241):  ILE

                 Aminoacid(242):  LYSH

                 Aminoacid(243):  SER

                 Aminoacid(244):  TYR

                 Aminoacid(245):  GLU

                 Aminoacid(246):  GLU

                 Aminoacid(247):  GLU

                 Aminoacid(248):  SER

                 Aminoacid(249):  PHE

                 Aminoacid(250):  GLN

                 Aminoacid(251):  ARG

                 Aminoacid(252):  LYSH

                 Aminoacid(253):  LEU

                 Aminoacid(254):  SER

                 Aminoacid(255):  GLU

                 Aminoacid(256):  SER

                 Aminoacid(257):  GLU

                 Aminoacid(258):  VAL

                 Aminoacid(259):  PHE

                 Aminoacid(260):  ALA

                 Aminoacid(261):  GLN

                 Aminoacid(262):  LEU

                 Aminoacid(263):  ILE

                 Aminoacid(264):  ARG

                 Aminoacid(265):  ARG

                 Aminoacid(266):  THR

                 Aminoacid(267):  LEU

                 Aminoacid(268):  PRO

                 Aminoacid(269):  LEU

                 Aminoacid(270):  ASP

                 Aminoacid(271):  ILE

                 Aminoacid(272):  ALA

                 Aminoacid(273):  LYSH

                 Aminoacid(274):  THR

                 Aminoacid(275):  LEU

                 Aminoacid(276):  ALA

                 Aminoacid(277):  GLY

                 Aminoacid(278):  ASN

                 Aminoacid(279):  GLY

                 Aminoacid(280):  PHE

                 Aminoacid(281):  LEU

                 Aminoacid(282):  TYR

                 Aminoacid(283):  LEU

                 Aminoacid(284):  THR

                 Aminoacid(285):  ALA

                 Aminoacid(286):  PRO

                 Aminoacid(287):  ASP

                 Aminoacid(288):  GLU

   Number of aA in the chain:    288

   Do you want change the name of some residue,         YES/ :

  CYS residues list :

   Residue CYS :    35

   Residue CYS :   157

  You must call CYS1-CYS2 the residues with the bond

   Are there disulphide bridges? YES/ :

   Do you want change the name of some residue,         YES/ :

   Options

                  Non inertial solvent, NIS model

                 2   Explicit WATER SPC simulation

                 3   Explicit WATER SPC/E simulation

                 4   Charged Force Field in vacuum

   Value:

   Options

                  Head NH3 and Tail COO  ==>  6 < pH <  8

                 2   Head NH3 and Tail COOH ==>  0 < pH <  2

                 3   Head NH2 and Tail COO  ==> 12 < pH < 14

                 4   Head NH2 and Tail COOH ==> Specific cases

   Value:

PGFIO-F-209/OPEN/unit=11/'OLD' specified for file which does not exist.

 File name = .P11018.mod1.hmm.tall.pdbINP

 In source file gsf.f, at line number 75

 Options :

 ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 b

 Options to RUN :

  ====> TOPOLOGY

  b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

  c  ====> DYNAMIC

  d  ====> Go to MENU

 Options :

   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

 c    =====>   Reduce and obtain the formatted topology

 d    =====>   Modify topology

 e    =====>   Transform formated to binary topology

 f    =====>   Modify the water BOX

 g    =====>   Add water molecules to the optimized solute

 h    =====>   Add counter ions to the solvated solute

 i    =====>   Go to MENU

 Directory where is the work :  /disc9/BE/e16980/practica_7b/P11018.hmm1-test

 Running the topology without ions

rm: no se puede borrar `fort.10': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.11': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.12': No such file or directory

rm: no se puede borrar `fort.9': No such file or directory

 ERRORS IN THE OUTPUT OF PRUGMT :

 LAST 5  LINES OF PRUGMT-OUTPUT

 NAEX14: 4520

     NATOM     NCAG     NAEX  NAEX1-4    NBONH     NBON    NTHEH     NTHE    NQHIH     NQHI    NPHIH     NPHI     NRPD     NRPA

      2668     1637     7043     4520      537     2163      998     2932      439      857       98     1372        0        0

 The topology is ready

 Including polar Hydrogens

fmt: end of file

apparent state: unit 11 named fort.11

last format: (16A5)

lately reading sequential formatted external IO

Abort

   537 HYDROGEN ATOMS WILL BE GENERATED

 ERRORS IN THE OUTPUT OF PRUGCH :

 LAST 5  LINES OF PRUGCH-OUTPUT

 3.  A T O M   C O O R D I N A T E S   :

 Options :

 ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 Options of INPUT  :

 ====> TOPOLOGY

 b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

 c  ====> DYNAMIC

 d  ====> Go to MENU

 b

 Have you run the TOPOLOGY program ? no/

 Options :

   =====>   Single System

 b    =====>   Complex System

               O P T I M I Z A T I O N

   The optimization can be done by one of three

   different geometry methods :

      Steepest Descent

      Conjugate Gradient

      Both methods used alternatively

   The program PROEM will be run several times, and

   also this will be chosen.

   Each run involve several steps, and each step

   involves a value called LAMBDA to obtain a new

   set of coordinates. It will be necessary to define

   the maximum value of LAMBDA and the first value to

   start the optimization.

   The number of steps geting a new set of coordinates

   will be also chosen for each run.

   In case the method of Conjugate Gradient was chosen,

   it will be necessary to especify how many times the

   energy gradient in the step must be modified

   Options

                   Conjugate Gradient & Steepest Descent

                 2    Steepest Descent

                 3    Conjugate Gradient

   Value:  2

   Number of steps in each run: 1000
   How many times the optimization must be run?       : 10

   First value of Lambda (parameter)   :

   Maximum value of Lambda (parameter) :

   Select now SHAKE options

   If you use SHAKE we suggest you to select

   bond-stretchings only. Bond angle and

   dihedrals are usually left free. OPTIONS:

   NO SHAKE

   Only the bonds which involve hydrogen atoms

   will be constrained :

   Constraints in IBH-JBH

   All the bonds are constrained

  (SHAKE) In addition IB-JB

   Finally is is also possible to choose if the

   bonds are constrained to the distance in the

   first set of coordinates :

   Length  =   CONSTR

   Or by the distance defined by the TOPOLOGY :

   Length  =   BO

   Options

       SHAKE is not used

       2 Constraints from IBH-JBH,length=BO

       3 Constraints from IBH-JBH,length from CONSTR

       4 In adition from IB-JB,length=BO

       5 In adition from IB-JB,length from CONSTR

   Value :

   The calcul of the electric energy and

   Van der Waals energy can be made by three

   different methods :

   By scanning, which means that each step

   is calculated all the possible interactions

   between atoms pairs inside a further especified

   radius.

   By interaction of previous selected atoms pairs

   inside a further especified radius.   In this

   case it will be necessary to make a list of the

   atoms inside such a distance,  this list will

   be made by the same program,  but after several

   steps it will change. The program will ask for

   the number of steps to do it.

   By interaction of previous selected groups pairs

   inside a further especified radius.    In this

   case will be necessary to make a list of the

   atoms inside such a distance,  this list will

   be made by the same program,  but after several

   steps it will change. The program will ask for

   the number of steps to do it. And the groups are

   already defined by the topology program.

  Options

    By interaction between groups pair

    2  By interaction between atoms pair

    3  By scanning

    4  By grid cells

   Value :

   After how many steps the list change  :

   The program will ask now for the radius value

   of cut-off & cut-on, RCUTL>RCUTP, as though

   as the radius values for the switching function.

   You can see :

     Effects of Truncating Long Range Forces on

     Protein Dynamics

     Loncharich ,R.J. &  Brooks ,B.R.

     Division of Computer Research & Technology

     National Institutes of Health (Bethesda)

     PROTEINS (1989) 6 , pp 32-45

   or

     Cut-off size does strongly influence Molecular

     Dynamics results on solvated polypeptides

     Schreiber,H.  &  Steinhauser, O.

     BIOCHEMISTRY (1991) 31 , pp 5856-5860

   Value of RCUTP < 0.8 nm> :

   Value of RSWI2  :

   Value of RCUI2  :

   Value of RCUTL < 1.3 nm> :

   Sequence radius to calculate the interaction: 99999
   At this point it will be possible to choose

   the shape and also the size of the BOX.

   Inside of this BOX the protein and molecules

   surrounding  will remain defined using the

   BOUNDARY CONDITIONS algorithm .

   Options

                  No periodicity is taked into account

                 2   Octahedric BOX,BETA=90

                 3   Rombohedric BOX, chose BETA

   Value :

  At this point the program will ask for the different

  constraints.

  It will be necessary to especify the name of the file

  which has the atoms to restrain. In that case these

  must have been alocated in the working directory either

  from the beginning or before you run the program.

  The next questions will be related with the strength

  of the constraints and the distance between atoms,

  and to understand this questions read the

  GROMOS manual before.

  Options

     No position restraining

    2  Position restraining using CHO

    3  Idem using CHO/atomic B-factors

    Value :

  Options

     No distance restraining

    2  Distance restraining using CDIS

    3  Idem using CDIS*weight factors

    Value :

  Options

     No dihedral restraining

    2  Restraining using CDLR*weight factors

    Value :

   Print energy every n-steps, n=: 100

PGFIO-F-217/formatted read/unit=1/attempt to read past end of file.

 File name = P11018.mod1.hmm.tall.hwvg    formatted, sequential access   record = 1

 In source file energy.f, at line number 208

 Options :

 ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 b

 Options to RUN :

  ====> TOPOLOGY

  b  ====> ENERGY OPTIMIZATION

  c  ====> DYNAMIC

  d  ====> Go to MENU

 b

 Options :

 ====>       Single System

 b  ====>       Complex System

 Have you run the TOPOLOGY program ? no/

 Have you made the DYNAMIC input ? no/ n

 In this case you will have some errors, but the

 the program will run perfectly well.

 IF YOU ARE RUNNING A SYSTEM WITH WATER

 AS SOLVENT YOU WILL HAVE PROBLEMS

    BUILD THE DYNAMICS INPUT FIRST

 Do you want continue with the optimization ? no/

 Options  :

  ====> Start the optimization

  b  ====> Continue the optimization

  c  ====> Optimize the water box

  d  ====> Optimize the counter-ions

  e  ====> Go to menu

 Directory where is the work :  /disc9/BE/e16980/practica_7b/P11018.hmm1-test
 Running a NIS simulation .

 You will found the information about errors in file.err

cp: no se puede efectuar `stat' sobre `.P11018.mod1.hmm.tall_sd.dat_old': No such file or directory

cp: no se puede efectuar `stat' sobre `.P11018.mod1.hmm.tall_cg.dat_old': No such file or directory

cp: no se puede efectuar `stat' sobre `.P11018.mod1.hmm.tall_md.dat_old': No such file or directory

cp: no se puede efectuar `stat' sobre `.P11018.mod1.hmm.tall_md.cdat_old': No such file or directory

 Options :

 ====>  Create INPUTS

 b  ====>  RUN a process

 c  ====>  ANALYSIS

 d  ====>  NEW SIMULATION

 e  ====>  Logout of this program

 e

7.3: ANÀLISI DEL MODEL OPTIMITZAT

PASSOS A FER:

1.- XAM

2.- ELIMINAR EL PRIMER MODEL DEL PDB OBTINGUT I DONAR NOM AL MODEL FINAL

3.- PROCHECK DEL MODEL FINAL

4.- PROSA DEL MODEL INICIAL I FINAL

1.- XAM

Superposem el model inicial que teníem just abans d’optimitzar per Grumos i el model final, un cop refinat, que es troba a la carpeta coordinates. Al fer una superposició, XAM per tal de minimitzar el RMSD, reorienta les cadenes laterals perquè tinguin un millor perfil energètic.

- Els models a comparar són:

Inicial: modelhmm.pdb

Final: modelhmmxemnum010.gsf

- Copiem modelhmm.pdb a la carpeta coordinates:

$ cd coordinates

$ cp ../modelhmm.pdb .

- Executem XAM:

$ /disc9/Superposition/xam/xam

output:01

fitxer d'entrada 1: modelhmm.pdb

fitxer d'entrada 2: modelhmmxemnum010.gsf

multiplication factor:10

format 4: bPDB

pdb de sortida: xam.pdb

- Mirem el fitxer o1:

# modelhmm.pdb

# modelhmmxemnum010.gsf

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

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

#

#

#

#   RMSD table

#

#         1    2

#  1        0.66 ( l’RMSD mínim és de 0.66. Per tant, hi ha diferència entre
#  2  0.00

els dos models

#

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

#

#  residues considered        :     1..288

#

#  num. of residues considered:   288  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.66 +/- 0.00 A  (0.66..0.66 A)

#  mean global heavy atom RMSD:  0.00 +/- 0.00 A  (0.00..0.00 A)

...

xam.pdb

E naquest imatge en backbone de Rasmol veiem com han quedat superposats els dos models:

Inicial: modelhmm.pdb
Final:   modelhmmxemnum010.gsf


2.-EDITAR EL PDB DE SORTIDA

Editem el fitxer de sortida xam.pdb. Aquest conté les coordenades  dels dos models, l’inicial i l’optimitzat, l’un a continuació de l’altre. Eliminem el primer model, de manera que ens quedem amb el model final refinat per Grumos, en format pdb.

Li donem de nom: modelfinal.pdb
3.- PROCHECK

Avaluem el model final amb Procheck:

$ prochewck_lis

$ procheck_single modelfinal.pdb 3.0

Paral·lelament, també avaluem per Procheck el modelhmm.pdb, és a dir, el model de partida abans de ser optimitzar per Grumos:


$ procheck_list

$ procheck_single modelfinal.pdb 3.0

MAPA DE RAMACHANDRAN

- Mirem amb GhostView la sortida modelhmm_01.ps:

 Correspon al mapa de Ramachandran


- Mapa de Ramachandran del model optimitzat (modefinhal_01.ps):


QUADRE RESUM.sum

Comparem ambdós resultats per valorar l’optimització del model:

- Quadre resum del Procheck del model abans d’optimitzar (modelhmm.sum):

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

 |                                                                            |

 | modelhmm.pdb   3.0                                            288 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   83.1% core   14.0% allow    2.5% gener    0.4% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   16 labelled residues (out of 286)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      1 labelled residues (out of 157)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

*| Residue properties: Max.deviation:     4.7              Bad contacts:   13 |

*|                     Bond len/angle:    6.5    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.07  Covalent:  -0.28    Overall:  -0.14 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.6% within limits   1.4% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.2% within limits   7.8% highlighted       2 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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

-Quadre resum del Procheck amb el model final, modelfinal.sum:


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

 |                                                                            |

 | modelfinal.pdb   3.0                                          288 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   76.9% core   20.2% allow    1.7% gener    1.2% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   26 labelled residues (out of 286)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      4 labelled residues (out of 157)                     |

 | Main-chain params:    6 better     0 inside      0 worse                   |

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

 |                                                                            |

+| Residue properties: Max.deviation:     6.6              Bad contacts:    0 |

+|                     Bond len/angle:    4.6    Morris et al class:  1  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.58  Covalent:   0.07    Overall:  -0.31 |

 |                                                                            |

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

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

*| Planar groups:    79.8% within limits  20.2% highlighted       8 off graph |

 |                                                                            |

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

Comparant-los, veiem que tot i que el Mapa de Ramachandran ha empitjorat lleugermanet, degut a l’espeiament de l’estructira,  (el percentatge de residus situats dins el core ha disminuit), s'han eliminat els bad contacts, a base d'espaiar la sortida. De manera que no hi ha cap residu amb una situació no permesa.

4.- PROSA II

Executem les següents comandes:

read pdb modehmm.pdb modelhmm1
analyse energy modehmm1

color * modelhmm1 cyan

plot

winsize modehmm1 50

plot

read pdb modefinal.pdb modelfinal
analyse energy modelfinal

plot 

color * modelfinal magenta

winsize * 50

plot 

draw * * 0

draw pair * 1

plot


Analitzant el perfil energètic del model de Hidden Markov 1 abnas i després d’optimitzar veiem que ambdós tenen una energia negativa al llarg de tota la seqüència i que, gràcies a l’optimització de Grumos, s’aconsegueix baixer ancara més aquesta engergia.

CONCLUSIÓ: MODEL FINAL

Ja per concluir, es presenta l’evolució del modelat a través d’imatges de l’estructura en Rasmol:


1.- P11018.mod1.hmm

Primer model inicial obtingut a partir del Modeller:

 


3.- Modelfinal.pdb:
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Residus hidrofòbics
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Hèlix 3


Hèlix 4








Hèlix 1


Hèlix 2








Exportem la imatge de rasmol i,  mitjançant el programa GIMP, passem la imtage a l’estensió jpg.











Tret d’aguna hèlix i algun loop que és exlusiu d’una de les proteïnes superposades, podem dir que totes les proteïnes de les diferents superfamílies escollides presenten el matiex pleagment tipus b-propeller.





HMMBUILD





STAMP





$ rasmol serine.3.pdb


Veiem que la superposició és prou bona





Clustal 1


Clustal 2





Hmm1


Hmm2 





Clustal1


Clustal2


Hmm1


Hmm2 





2.- Modelhmm.pdb


Es retallem els extrems i es filtra amb ArrangeG








S’observa el plegament general de la subtilisina, tipus alfa/beta.


Els extrems però, al no tenir alineament, no tenen un bon modelat.








Model just abans d’optimitzar per Grumos.


Ja presenta però un millora respecte al model inicial.





S’acaben de perfilar algunes estructures secundàries, com les petites cadenes beta paral·leles de l’estrem i s’eliminen les interaccions no permeses.





L’acceptem doncs com a modelat final de la subtilisina.
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Model hmm1


Model final
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