PRÁCTICA 4: 

SUPERPOSICIÓN ESTRUCTURAL Y 

CARACTERIZACIÓN DE PLEGAMIENTOS
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4.1 XAM y cálculo de RMSD 
· Qué hace el programa XAM:

En esta práctica utilizaremos el programa XAM, que permite superponer estructuras de la siguiente manera:

Si queremos superponer dos hélices (por ejemplo): consideramos un punto en concreto en la primera hélice (xi) y ese mismo punto en la hélice 2 (yi), la distancia entre ambos residuos será:

di = | xi - yi |

Lo que queremos es reducir esta distancia, ¿cómo?

di = | xi - Ryi |2

Donde R es una aplicación, lo que hace es trasladar una molécula hacia la otra. R realiza una translación (para acercar las moléculas) y una rotación (para que las dos moléculas no sean simétricas y poder superponerlas).

Si hacemos el sumatorio de todas las distancias entre residuos, dividimos entre el total de residuos de la proteína y hacemos la raíz cuadrada, obtenemos "ROOT MEAN SQUARE DEVIATION” (RMSD), que es el cuadrado promedio de las distancias:

√1/N ∑ | xi - Ryi |2

Se trata de calcular la RMSD más pequeña entre las estructuras:

Un RMSD de 0 a 2 indica que las estructuras son muy parecidas.

Un RMSD de 2 a 5 indica que las estructuras son parecidas (pero no demasiado)

XAM calcula el RMSD entre las estructuras que le proporcionamos, como más pequeño sea este valor mejor es la superposición (si la estructura fuera idéntica el RMSD sería cero).

Al utilizar este programa debemos indicar qué residuos queremos que superponga (si las estructuras que comparamos no tienen el mismo número de residuos).

Como ejemplo veremos la utilización del programa con los ficheros helix1.pdb, helix2.pdb, helix3.pdb y helix4.pdb.

Residuos de cada hélice:

Hélice 1: del 1 al 23

Hélice 2: del 37 al 54

Hélice 3: del 1 al 14

Hélice 4: del 1 al 14

· CASO 1. Superposición de estructura con el mismo número de residuos:
Empiezo superponiendo las hélices 3 y 4, primero abro los dos pdbs y veo que ambas secuencias tienen el mismo número de residuos (14)

Es un requerimiento indispensable de XAM que las secuencias que comparemos tengan el mismo número de residuos (si no hay que especificarle de que residuo a que residuo queremos que lo compare).

Antes de empezar a utilizar el programa tenemos que cambiar las variables de entorno:

$ tcsh

$ source /disc9/cshrc

Llamamos al programa:

[e16983.bio.acexs.au.upf@am127p03 XAM]$ /disc9/Superposition/xam/xam

En este primer caso cuando el programa nos pregunte de qué residuo a qué residuo queremos comparar podríamos no especificarlo (apretar intro), ya que queremos comparar toda la secuencia, pero también le podemos decir que compare del residuo 1 al 14. Ejecutamos el programa (he sombreado las opciones que no he marcado por defecto):
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 Output file name                            : output
[image: image3.jpg]File  Display  Colours Options _ Export




 Input file list? or <cr>                    :

 Structure   1 or <cr> : helix3.pdb

 Structure   2 or <cr> : helix4.pdb
 Structure   3 or <cr> :

 Open file:

 helix3.pdb

 ATOM      1  N   LYS     1     -30.968 220.204  69.410

 Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   1

 Open file:

 helix4.pdb

 ATOM      1  N   ARG     1      -9.673 209.345  81.811

 Total residues:  14 total atoms:  115 in structure:   2
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 Total molecules:   2 total groups:   1

All mole. are the same type, if OK, <cr>:
 1=RMSD, 2=HBTAB, 3=VIOLAT, 4=ANGDIS, 5=DISPLAY, 6=READML,
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 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)
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 first & last residue of frag.  1: 1 14
 first & last residue of frag.  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>      :
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 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_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: 1 14
 first & last residue of frag.  2:

 Selected residues for SC? filename or <cr>:

(...)

 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

Abrimos el fichero de salida:


$ emacs output 

# helix3.pdb                                                  

# helix4.pdb                                                  

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

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

#   RMSD table
#   

#         1    2
#  1        0.46 

#  2  0.00       

#

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

#

#  residues considered        :     1.. 14

#

#  num. of residues considered:    14  (100%)

#

#  mean global backbone RMSD  :  0.46 +/- 0.00 A  (0.46..0.46 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  0.57  0.00  3.84     LYS                         

  2  0.15  0.00  0.36  0.00  3.03     PRO                         

  3  0.12  0.00  0.31  0.00  2.89     CYS                         

  4  0.13  0.00  0.38  0.00  0.87     LEU                         

  5  0.06  0.00  0.53  0.00  4.73     MET                         

  6  0.09  0.00  0.32  0.00  1.93     ASP                         

  7  0.08  0.00  0.15  0.00  1.42     LEU                         

  8  0.09  0.00  0.27  0.00  4.03     HIS                         

  9  0.13  0.00  0.19  0.00  4.69     GLN                         

 10  0.09  0.00  0.13  0.00  3.28     THR                         

 11  0.16  0.00  0.13  0.00  5.31     TYR                         

 12  0.17  0.00  0.56  0.00  5.32     LEU                         

 13  0.47  0.00  0.52  0.00  5.21     LYS                         

 14  0.00  0.00  1.08  0.00  1.71     ALA                         

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

#

En la tabla de RMSD (sombreado) observamos números muy pequeños (0.46), lo cual indica que las hélices 3 y 4 que hemos comparado son muy parecidas (como más cercano a cero sea este número más parecidas serán las secuencias)


Utilizo rasmol para abrir el pdb que he creado con xam para ver las hélices 3 y 4 superpuestas.

A la derecha vemos la superposición en display cartoons y a la izquierda en display backbone. Se observa una buena superposición, como se espera por el RMSD que habíamos obtenido.

En ambos casos vemos un color diferente par cada hélice (en azul la hélice 3 y en rojo la 4)

· CASO 2. Superposición de estructuras con diferente número de residuos
Un caso diferente sería el caso de la superposición de las hélices 2 y 3:

- La hélice 2 tiene residuos del 37 al 54

- La hélice 3 tiene residuos del 1 al 14

Así que tendremos que especificar que residuos queremos que nos compare.

Cuando pregunte first & last residue of frag, le diremos:

Para la hélice 2: 37 44
Para la hélice 3: 1 8

Abrimos el output2 que hemos creado con el XAM y miramos el RMSD:

RMSD table

#   

#         1    2

#  1        0.29 

#  2  0.00      

Obtengo un RMSD aún más pequeño que en la comparación de las hélices 3 y 4, lo cual indica que las proteínas son muy parecidas.

Miramos la superposición del pdb que obtenemos con XAM en rasmol:


  $ rasmol helix_2_3.pdb 

Display backbone y colour chain:

RasMol> select 37-44 (para seleccionar sólo la parte superpuesta de la hélice 2)

61 atoms selected!

RasMol> color green

RasMol> select 1-8 (para seleccionar sólo la parte superpuesta de la hélice 3)

64 atoms selected!

RasMol> color orange

Así vemos en azul la hélice 2, y en verde la parte de esta hélice que superponemos con el programa.

La hélice 3 la vemos en rojo, menos la parte superpuesta que se ve naranja.

Se observa una buena superposición de ambas hélices en la región superpuesta (tal y como indicaba el bajo RMSD)



· CASO 3. Cálculo del RMSD con las cuatro estructuras a la vez:
Para superponer las cuatro hélices a la vez especificamos los residuos que queremos superponer de cada hélice:

Hélice 1: residuos del 7 al 14

Hélice 2: residuos del 37 al 44

Hélice 3: residuos del 1 al 8

Hélice 4: residuos del 1 al 8

Miramos el RMSD:

#   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       

Obtenemos un RMSD muy bajo, así que están muy bien superpuestas. Lo comprobamos con rasmol:





4.2 STAMP
STAMP se utiliza para alinear secuencias de proteínas basándonos en su estructura tridimensional. Proporciona alineamientos múltiples y sus respectivas superposiciones, y es un rasgo importante su reproducibilidad.

Por lo tanto, STAMP sirve para superponer estructuras, como XAM, pero lo hace automáticamente. 

Si tenemos dos estructuras A y B que queremos superponer, cogemos un residuo de una de las estructuras (por ejemplo la A) y calculamos las distancias de ese residuo con los residuos de su alrededor. Hacemos lo mismo con la estructura B. 

Si las dos estructuras que comparamos son muy parecidas, la suma de distancias de la estructura A será muy parecida  a la suma de distancias de la estructura B.

Esta suma de distancias se puede hacer para todos los residuos de las estructuras que estemos comparando. 

Si las estructuras están bien superpuestas la resta de las distancias de un residuo concreto de A con sus vecinos menos las de B dará un número muy pequeño, para cada punto en concreto interesa que esta resta sea lo más pequeña posible (si se tratase de la misma estructura superpuesta daría 0).

Se parece al algoritmo Needleman-Wunsch pero para estructuras, pero lo que utilizamos es el resultado de las distancias entre los residuos:

1. Cálculo de distancias

2. Resta de las sumas de distancias

3. Uso del algoritmo de programación dinámica Needleman-Wunsch.

En resumen STAMP es más automático que XAM y proporciona un alineamiento de estructuras.

Para poder utilizar XAM tenemos que empezar por cambiar las variables de entorno:

$ tcsh

$ source /disc9/cshrc

Creamos un directorio para la práctica (como en el resto de prácticas)

$ mkdir practica_4

$ cd practica_4

 Creamos un directorio STAMP

$ mkdir STAMP

$ cd STAMP

Copiamos las secuencias que utilizaremos:

$ cp /disc9/practica_4/STAMP/EXAMPLES/globin.tar . (lo copiamos al directorio actual)

$ tar xvf globin.tar (para descomprimirlo)

$ cd globin (para entrar en el directorio que hemos copiado)

Creamos un archivo (globin.domains) que contenga los nombres de las secuencias con las que queremos hacer la superposición en un formato determinado:

 ./ nombre.pdb   nombre   {Cadena que utilizamos}
Diremos {ALL} si el pdb sólo tiene una cadena, si no especificaremos cual queremos superponer.

globin.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}

Ejecutamos el programa stamp, dándole como entrada el fichero globin.domains y como salida el fichero globin:

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

- rough => do ROUGHFIT initial superimposition    

- n 2 indica 2 fits (por defecto es 1)

Tras ejecutar esta orden aparecen como ficheros de salida globin.1 a globin.5, utilizaremos el último (globin.5). En este fichero tenemos las coordenadas de superposición de las estructuras que estamos analizando, es decir, las coordenadas espaciales por las que hay que multiplicar cada estructura para que experimente rotación y translación hasta llegar a una superposición óptima (RMSD menor) con las demás: 

./1lh1.pdb 1lh1 { ALL 

   0.92875    0.36043    0.08663         1.78050 

  -0.37068    0.90517    0.20799         3.28968 

  -0.00345   -0.22529    0.97429        -1.19931  }

./2lhb.pdb 2lhb { ALL 

   0.92919    0.36001    0.08360         1.86698 

  -0.36959    0.90528    0.20945         3.26820 

  -0.00028   -0.22552    0.97424        -1.20732  }

./1ecd.pdb 1ecd { ALL 

   0.92950    0.36047    0.07803         1.89342 

  -0.36879    0.90564    0.20931         3.25804 

   0.00478   -0.22333    0.97473        -1.28738  }

./4mbn.pdb 4mbn { ALL 

   0.92993    0.35850    0.08190         1.86779 

  -0.36773    0.90601    0.20957         3.23263 

   0.00093   -0.22500    0.97436        -1.22813  }

./2hhba.pdb 2hhba { CHAIN A 

   0.93034    0.35735    0.08226         1.83628 

  -0.36669    0.90618    0.21066         3.19077 

   0.00073   -0.22615    0.97409        -1.23948  }

./2hhbb.pdb 2hhbb { CHAIN B 

   0.92993    0.35865    0.08126         1.85654 

  -0.36774    0.90597    0.20973         3.24984 

   0.00160   -0.22492    0.97438        -1.22425  }

Además aparece el RMSD de la superposición, como aparecía al hacer XAM: 

Alignment score  Sc = 7.773767

Alignment length Lp = 160

RMS deviation after fitting on 116 atoms =  2.490356
Secondary structures are from DSSP

Obtenemos un RMSD superior a 2, así que la superposición no es muy buena, aparecerán zonas que no estarán muy bien superpuestas.

Este fichero está en formato AMPS BLOCK, aparece el alineamiento de estructuras pero en vertical:

(...)

LLLLLL ?????? 1  0.47133   1.87910   6.86900 

TSSSST ?????? 1  0.51233   1.97921   7.44900 

EAAEPP ?????? 1  0.57137   1.87679   8.28400 

SADGAE ?????? 1  0.62736   1.77749   9.07600 

QEQEDE ?????? 1  0.72033   1.61127  10.39100 

AKIWKK ?????? 1  0.77032   1.49644  11.09800 

ATSQTS ?????? 1  0.77336   1.48010  11.14100 

(...)

Lo pasamos a formato clustal (alineamiento en horizontal) mediante el programa aconvertMod2.pl.

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

Así pasamos un archivo inicial en formato AMPS BLOCK a formato clustal y redireccionamos el resultado a  n fichero llamado globin.align:

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

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

1lh1_dssp   --------????????????????????????????????????????????????????

2lhb_dssp   ????????????????????????????????????????????????????????????

1ecd_dssp   ----------????????????????--?-?-?????????????????????????-??

4mbn_dssp   ---------???????????????????????????????????????????????????

2hhba_dssp  ---------??????????????????????????????????????????????-?---

2hhbb_dssp  --------????????????????-??-????????????????????????????????

(...)

Más tarde habrá que editar el fichero y quitarle los interrogantes. 

OPCIONES DEL PROGRAMA aconvertMod2.pl:

Formato: aconvert [-in <type> -out <type>] < file1 > file2

Donde <type> es uno de los siguinetes:

· m = MSF format

· c = Clustal format

· b = AMPS BLOCK format

· f = FASTA format

· p = PIR format

· s = PFAM (Sanger) format

Así hemos alineado las estructuras, no las secuencias. 

Para obtener el fichero de coordenadas de la superposición de las estructuras y poder visualizarlo desde rasmol debemos ejecutar la siguiente orden:

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

Tras -f ponemos el archivo de entrada, en este caso globin.5 (que habíamos obtenido de ejecutar stamp)

-g para etiquetar las cadenas secuencialmente y obtener el output gráfico.

-o para indicar el fichero de salida.

Abrimos el fichero globin.5.pdb con emacs, para comprobar que ahora se trata de un fichero pdb: 

(...)

ATOM      1  N   GLY A   1       3.769 -18.731  -4.636  1.00 54.70      1LH1 21 

ATOM      2  CA  GLY A   1       4.847 -19.654  -4.498  1.00 54.01      1LH1 21 

ATOM      3  C   GLY A   1       4.583 -20.912  -3.647  1.00 60.73      1LH1 21

(...)

Ahora visualizo con RasMol el fichero globin.5.pdb que acabo de obtener:


Aquí observamos la superposición de las seis estructuras, se ve una superposición bastante buena.



Una ventaja de este programa respecto a XAM es que no es necesario que las cadenas tengan el mismo número de residuos, ni hay que decirle qué residuos quieres superponer cuando son de diferente tamaño. Automáticamente el programa hace la superposición óptima de las cadenas enteras que le introduces como problema.

Nombre del fichero de salida





Nombre de las estructuras que queremos que superponga





Le decimos que se trata de la misma molécula, para que compare el primer residuo con el primero, el segundo con el segundo....








Cálculo del RMSD





Especificamos el intervalo de residuos que queremos que compare, pero podríamos no decir nada en este caso 





Damos un nombre al fichero que construye XAM y que contendrá las dos estructuras superpuestas en formato pdb (es la opción 4)





Salimos del programa con la opción 0





Región superpuesta con el programa XAM





En esta imagen de rasmol vemos cada una de las hélices de un color diferente, se obseva claramente que las hélices son de tamaños diferentes (por eso hemos tenido que especificas al programa XAM que residuos queríamos que superpusiera). 





Coordenadas de superposición





Pero hay zonas en las que la superposición es peor, que serán las responsables del RMSD superior a 2 que observábamos.


Otro motivo para obtener un RMSD alto es que con STAMP no escogemos la parte que superponemos, al superponer toda la molécula hay zonas que cuesta más que sean parecidas (como los loops o los extremos)








