PRÁCTICA 7
OPTIMIZACIÓN GEOMÉTRICA

[image: image1.jpg]PROCHECK.

Ramachandran Plot
modelopt

Psi (degrees)

GlLi20s

S0 45
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in wost favonred tegions [AB L] 175
Residues in additional allowed tegions [2D.p] Ed
Residues in geneccusly allowed tegions [-a.-b.~1-p] 5
Residues in disalowed tegions 3
Nutber of non-glycine and non.proline tesidues P
Nuber of end- tesidues exl. Gy and Pio) 2
Nuber of glycine resides {shown s wiangles) 2
I

Number of proline tesidues
“Total munber of esidues 20
Basedon an aralysis of LLS seceures of esolion ofa east 2.0 Angateore

and Retator o greatesthan 20%.. good quality snode] wonid be expected
& have over S0% inthe it avored egiors.




7.1 Utilización del programa GRUMOS
En esta práctica utilizaremos el programa GRUMOS, que hace más fácil utilizar el programa GROMOS (Dynamic Modelling of Molecular Systems)

El programa GROMOS realiza:

· Predicciones de la dependencia de una conformación molecular en un ambiente (agua, metanol, cloroformo, cristal...)

· Cálculo de las constantes relativas de unión, evaluando las energías libres entre varias moléculas complejas utilizando integración termodinámica, perturbación y extrapolación.

· Predicción de cambios energéticos y estructuras causados por modificación de amino ácidos en enzimas o en pares de bases de DNA.

· Modelado dinámico de complejos moleculares.

· Predicción de propiedades de materiales bajo condiciones extremas de presión y temperatura

Grumos tiene en cuenta los factores que afectan a la energía de las moléculas:

· Fuerzas enlazantes: enlaces, ángulos y dihedros. Las fuerzas de los dihedros son las que más influyen en la flexibilidad de la molécula.

· Fuerzas no enlazantes: formadas por la fuerza de van der Waals y las fuerzas electroestáticas.

El objetivo del programa es minimizar la ecuación del campo de fuerzas (que engloba todas las fuerzas mencionadas anteriormente).

¿Cómo se ejecuta el programa? Tras cambiar las variables de entorno hacemos un pwd (que nos servirá posteriormente). Hay que ir contestando a las preguntas que va formulando el programa:

$grumos (para llamar el programa)

CREAMOS EL INPUT

· Nos pregunta el camino del directorio donde queremos que nos cree el directorio.

· Pregunta el nombre del directorio que va a crear (por defecto es pro-grumos).

· Pregunta si queremos que limpie el directorio en el que va a crear pro-grumos.

· Antes de empezar hay que tener bien cortados los extremos de la proteína (en mi caso ya están correctamente cortados). Si están correctamente cortados escribimos a (para continuar).

· Escribimos a para que cree inputs.

· Cogemos la opción topología (a).

· Como tenemos un sistema sencillo (formado por una sola proteína, sin ligando, escribimos a (sistema sencillo).

· Escribimos un nombre que encabece nuestros outputs, por ejemplo, modelo.
Ahora el programa lee la proteína. 

· Pregunta si queremos cambiar el nombre de algún residuo. A las lisinas las llama LYSH, si hay alguna que forme un puente disulfuro habría que decir que sí, y posteriormente decirle que parejas de cisteínas forman los puentes.
· Opción 1: representación del modelo en el vacío (la forma más sencilla).

· La proteína está a pH fisiológico como switterion, ponemos la opción 1.
CORREMOS EL PROGRMA
· Ya hemos creado el input, así que corremos el programa (opción b).

· Le ponemos la opción a para que mire la topología.

· Opción a: sistema sencillo.

· Volvemos a crear inputs para la optimización (opción a).

· Pedimos que nos calcule la energía de optimización (opción b).

· Have you run the TOPOLOGY program ? no/<yes>, le decimos que sí, porque ya lo hemos hecho en los pasos anteriores.
· Volvemos a  decir que se trata de un sistema sencillo (a)
· Le decimos que utilice el algoritmo Steepest Descent (opción 2), es un algoritmo que se utiliza para minimizar la energía (hay otros algoritmos más finos, pero utilizaremos este).
· Número de pasos cada vez que corramos el programa: 1000

· Número de veces que corremos la optimización: 10

· First value of Lambda (parameter)  <0.05>
· Maximum value of Lambda (parameter)<0.10>
· No utilizar Shake: opción 1 (al no utilizarlo ahorramos tiempo de cálculo).

· Opción 1: tener en cuenta interacciones electroestáticas.

Ahora dejamos una serie de parámetros predeterminados:

· Value of RCUTP < 0.8 nm> 

· Value of RSWI2 <10.0 nm> 

· Value of RCUI2 <10.0 nm> 

· Value of RCUTL < 1.3 nm>  

· Sequence radius to calculate the interaction: 99999 (ponemos un número muy grnade para que lo calcule para todos los residuos, también podriamos poner el número de residuos de la proteína).
· Opción 1: no tener en cuenta la periodicidad de la proteína.

· No ponemos restricciones, ni de posición, ni de distancia ni de dihedro (opciones 1)

· Escribir la energía cada 100 pasos.

· Opción b: correr el proceso.

· Opción b: cálculo de la energía de optimización.

· Opción a: sistema senzillo.

· Have you run the TOPOLOGY program ? no/<yes> Le decimos otra vez que sí.
· Have you run the TOPOLOGY program ? no/<yes>

· Have you made the DYNAMIC input ? no/<yes> no

· Do you want continue with the optimization ? no/<yes>

· Opción a: empezar la optimización.

· Opción e: para salir del programa.

El programa tardará un rato en correrse.

Al acabar hacemos un ls y tenemos el directorio pro-grumos, y dentro de este coordinates (en el interior del cual estará el modelo optimizado).
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7.2 Optimización de nuestro modelo con GRUMOS
Para empezar creamos un directorio para la práctica y cambiamos las variables de entorno (de la misma forma que hemos hecho en prácticas anteriores).

Busco los puentes disulfuro. 

Primero selecciono las cisteínas y las coloreo en rasmol, después escribo la orden pick distance y marco las cisteínas en la pantalla, así veré la distancia entre ellas (en el caso de mi modelo sólo hay dos cisteínas):

Atom #1: CYS175.CA (1284)

Atom #2: LYS61.CA (463)

Distance CYS175.CA-LYS61.CA: 22.636

Por lo tanto están demasiado lejos como para formar un puente disulfuro. Cuando el programa nos pregunte si la proteína tiene puentes disulfuro diremos que no.

Pasamos el modelo por un filtro:

$ arrangeG.pl clw2tt modelo.pdb

El modelo que resulta es modelo.pdb que es el que introduciremos en grumos, pero antes hay que editarlo y volver a añadir el TER al final. Este programa cambia la numeración del modelo clw2tt numerando los residuos desde el 1 (el pdb no empezaba por el residuo 1 ya que había cortado los extremos en prácticas anteriores). 

Después es recomendable hacer un pwd ya que al ejecutar grumos nos preguntará donde está el pdb que queremos optimizar.

Para empezar a ejecutar el programa hay que escribir:

$ grumos
Hay que ir contestando a las preguntas que el programa hace (ver práctica 7.1). 

Después de correr el programa tenemos un directorio pro-grumos (si no le hemos dicho que lo llame de otra forma) dentro del cual tenemos varios ficheros, analizamos el primero y el último de los archivos que hace el programa al analizar la energía, miramos la energía potencial total. 

Con el programa hemos creado 10 grupos de 1000 pasos, y se agrupan en diferentes ficheros, llamados outnombreproteína_numerorun. Cada diez pasos el programa escribe las energías (porque yo le he dicho que lo haga así). 

Así, tenemos 10 de estos ficheros, numerados del 1 al 10: en el primer paso del primero está el modelo al inicio de la optimización, y en el último paso del último el modelo al acabar de optimizar. Miramos la energía potencial total en estos dos casos:

outmodelo_emnum001.lis:

 E-POT-TOT  0.12516E+05

outmodelo_emnum010.lis:

 E-POT-TOT -0.17088E+05

Observamos que al empezar a correr el programa la energía potencial total es positiva (el modelo no es muy estable), pero al acabar la optimización pasa a ser negativa (el modelo ha pasado a ser energéticamente más estable). Lo que ha cambiado principalmente es la orientación de las cadenas laterales, que antes estaban mal orientadas y ahora se orientan hacia los vecinos que más les guste.
Dentro del fichero coordinates (dentro de pro-grumos) analizaremos el fichero modeloxemnum010.gsf, que es el último modelo optimizado que crea el programa.

Ahora compararemos el modelo antes de ser optimizado con el modelo después de correr el programa grumos.

· XAM

Primero comparamos modeloxemnum010.gsf con el modelo.pdb (que habíamos obtenido después de aplicar arrangeG.pl) mediante XAM:

/disc9/Superposition/xam/xam

Obtenemos la siguiente superposición de los modelos (inicial y optimizado):

# modelo.pdb                                                  

# modeloxemnum010.gsf                                         
# === XAM --> Examine Structures ===========

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

#   RMSD table

#   

#         1    2

#  1        0.72 

#  2  0.00       

Tenemos un RMSD bajo, como era de esperar, ya que el programa grumos no cambia el modelo, sólo lo optimiza. Miramos la superposición de los modelos con RasMol y vemos que realmente los dos modelos son similares, tal y como se esperaba al mirar el RMSD

[image: image3.jpg]PROCHECK.

Psi (degrees)

Ramachandran Plot

g

ALAS

90 45
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in wost favouted tegions [AB L] w4 mem
Residues in aditional allowed tegions [a.1p] 2w
Residues in geneously allowed regions [~a.~b.~I ~p] 5 25%
Residues in disallowed tegions 2 osm
DNurber of non-glycine and non-proline tesidues 24 10007
Duber of end.esidues fexcl. Gly and Pro) 2
DNuber of glycine residues (shown as tiangles) 2

1

Number of proline tesidues
“Total munber of esidues 20
Basedon an aralysis of LLS seceures of esolion ofa east 2.0 Angateore

and Retator o greatesthan 20%.. good quality snode] wonid be expected
& have over S0% inthe it avored egiors.





· Procheck:

Después hacemos el prochek del modelo optimizado. Para conseguir el pdb editamos el archivo pdb que ha salido del xam con la superposición. y nos quedamos solo con el modelo optimizado (lo llamaré modelopt):
 procheck_single modelopt 2.0

Si abrimos el fichero de salida modeloopt.sum, observaremos el resumen de resultados del procheck:
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 +----------<<<  P  R  O  C  H  E  C  K     S  U  M  M  A  R  Y  >>>----------+

 |                                                                            |

 | modelopt   2.0                                                290 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   72.1% core   23.4% allow    3.3% gener    1.2% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   33 labelled residues (out of 288)                     |

*| Chi1-chi2 plots:      6 labelled residues (out of 159)                     |

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

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

 |                                                                            |

+| Residue properties: Max.deviation:     7.0              Bad contacts:    0 |

+|                     Bond len/angle:    4.7    Morris et al class:  2  2  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

+| G-factors           Dihedrals:  -0.61  Covalent:   0.06    Overall:  -0.33 |

 |                                                                            |

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

 | M/c bond angles:  93.4% within limits   6.6% highlighted                   |

*| Planar groups:    79.8% within limits  20.2% highlighted       6 off graph |

 |                                                                            |

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

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




Muestro los resultados de procheck en el modelo antes de optimizar (ya que en los resultados que muestro en la práctica 5.4 el modelo está cortado de otra manera para que tuviera el mismo número de residuos que los otros modelos con los que comparábamos).


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

 |                                                                            |

 | clw2tt   2.0                                                  290 residues |

 |                                                                            |

*| Ramachandran plot:   83.6% core   13.1% allow    2.5% gener    0.8% disall |

 |                                                                            |

*| All Ramachandrans:   17 labelled residues (out of 288)                     |

+| Chi1-chi2 plots:      3 labelled residues (out of 159)                     |

 | 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:   11 |

*|                     Bond len/angle:   14.7    Morris et al class:  1  1  2 |

+|     1 cis-peptides                                                         |

 | G-factors           Dihedrals:  -0.10  Covalent:  -0.38    Overall:  -0.20 |

 |                                                                            |

 | M/c bond lengths: 98.4% within limits   1.6% highlighted                   |

*| M/c bond angles:  92.0% within limits   8.0% highlighted       6 off graph |

 | Planar groups:   100.0% within limits   0.0% highlighted                   |

 |                                                                            |

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

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





Hay que destacar de los resultados de procheck del modelo optimizado que han desaparecido los malos contactos.

A pesar de que en el modelo optimizado disminuye el número de residuos en el core, aumentan los que están en zona permitida. Hay un pequeño aumento de residuos en zona no permitida, pero no es importante. 

· PROSA:

Si hacemos prosa del pdb del modelo optimizado vemos claramente que han desaparecido las zonas de energía positiva.


     Modelo sin optimizar

     Modelo optimizado

Se observa que la energía en el modelo optimizado pasa a estar toda por debajo de cero. Seguimos observando los dos picos de energía, pero ya ninguno de ellos es positivo.

De todos estos experimentos podemos concluir que la optimización se ha producido correctamente y que el modelo optimizado es energéticamente más estable que el modelo sin optimizar.

Si quisiera mejorar más el modelo lo que se debería hacer es buscar secuencias homólogas que cubriesen los gaps del alineamiento de la práctica 5.1, para que en el modelo no apareciesen los picos de energía. Entonces se repetiría todo el proceso de las prácticas 5, 6 y 7 hasta llegar a un modelo optimizado mejor, en el que el diagrama de energía no dibujase picos.

Se produce una disminución de residuos en el core (rojo) y aumentan los residuos en la zona permitida (amarilla)





Vemos que en el modelo antes de optimizar hay menos residuos en la zona permitida (amarilla) y más en el core (roja)








