Практическое задание по 3D структурам
Часть 1. Банк PDB и программа PyMol
0. Запишите свою фамилию латинскими буквами. Вспомните название вируса, начинающееся с первой буквы вашей фамилии. Найдите в PDB структуру какого-нибудь белка этого вируса. Сохраните PDB файл в своей рабочей папке.
Подсказки. Адрес PDB (Protein Data Bank) знаком гуглу.  Там есть поиск по ключевым словам. На странице для выбранной вами структуры есть (справа сверху) ссылка - Download files. Cкачайте в текстовом формате “PDB file (text)”.

1. Сохраните найденную структуру в своей директории. Исследуйте заголовок PDB файла. Внесите в протокол:
Название белка и PDB code структуры.

Авторов и год расшифровки.

В какой статье это описано?

Экспериментальный метод, примененный для расшифровки (поле EXPDATA).
Разрешение структуры (поле “REMARK   2 RESOLUTION”), если 

Сколько моделей в PDB файле?
Сколько цепочек в PDB файле?
Все ли цепочки относятся к вирусным белкам?
Есть ли участки полипептидной цепи, структуру которых не удалось расшифровать (“missed residues”)?

Выберите одну цепочку вирусного белка  (если их несколько) для работы. Ее однобуквенное имя внесите в протокол.
2. Получите изображение вашего белка при помощи PyMol. Раскрасьте структуру по цепочкам. Какая цепочка соответствует вашему белку? Раскрасьте ваш белок по вторичной структуре. Сохраните полученное изображение. Сохраните скрипт.
Синтаксис PyMol можно посмотреть в презентации и в файле PyMol_faq.doc.

Включите режим записи команд (File->Log…)

Откройте PDB файл: (File => open) или в консоли напишите load <полный путь к вашему файлу>
Раскрасьте командой util.cbc. Определите каким цветом показана выбранная цепочка.
Оставьте изображение только выбранной цепочки 
hide everything, all
as cartoon, chain A 
zoom chain A


Оставьте изображение только выбранной цепочки
color white
color red, ss h
color yellow, ss s

Сохраните изображение File->Save image as. Закройте файл с логами (File->Close Log), внесите использованные команды в протокол. (Смысл каждой команды должен быть предельно ясен.)
4. Определите структурные домены. Сохраните границы доменов в протокол. Сохраните раскраску по доменам. Опишите их взаимное расположение. 
Визуально определите границы структурных доменов. Запишите их границы. Выделите и раскрасьте домены командами типа color blue, chain A and resi 1-100.
5.  Создайте скрипт, изображающий атомы, образующие водородные связи, поддерживающие элементы вторичной структуры.
Подсказки: скрипт - это текстовый файл с командами, который можно запустить на исполнение командой @<имя файла>. В начале скрипта напишите команду load.
В начале скрипта удобно определить краткие имена для тех множеств атомов, с которыми мы будем работать. 

sel bb, name c+o+ca+n
sel sse, ss s+h

Теперь всюду bb означает остовные атомы белков а sse - все атомы из элементов вторичной структуры. Эти названия можно далее использовать в командах типа show, что удобнее, чем каждый раз вводить длинные определения.
Доноры и акцепторы водородных связей - это остовные азоты и кислороды. Нас интересуют только те из них, которые входят в состав элементов вторичной структуры.

sel bbn, sse and name n 

sel bbo, sse and name o
sel none
Создайте изображение, содержащее только остов (отобразить bb в виде lines). Изобразите атомы, образующие водородные связи, небольшими шариками. Можно пользоваться таким критерием: атом азота (из множества bbn) образует водородную связь с атомом кислорода (из множества bbо) , если расстояние между ними не более 3.5 Å. Найдите все такие атомы (используйте and и around) и изобразите их сферами

show spheres, ...
set sphere_scale, 0.3
Кстати, изобразить сами водородные связи можно командой
dist hbnds, bbn, bbo, 3.5, mode=2
6.  Совпадает ли ваше деление на домены с экспертной классификацией? Сохраните изображение с раскраской на домены по SCOP, CATH и Pfam?
Сегодня есть две основные - SCOP (structural classification of proteins) и CATH. Адреса веб-ресурсов - www.google.ru. Там есть поиск, который выведет вас на описание доменов. К сожалению, в современном инновационном web-интерфейсе CATH границы доменов указать забыли. Конечно, в самой базе данный они есть, а найти их можно так: со страницы CATH с описанием домена перейдите на страницу PDBSum, откройте вкладку Protein и кликните на картинку с топологической диаграммой для домена. Там на картинке есть координаты. Либо можно самому поискать в текстовом файле CATH. Файл лежит в папке P:\SpecialCourses\Vir_2014s\3D. Файл довольно большой, не уверен, что WordPad с ним сможет быстро работать. Но FAR справится (перейти на нужный диск - Alt+F1, просмотр файлов - F3/F4, поиск в файле по тексту - F7).
Насчет Pfam. Сохраните с сайта PDB последовательность вашего белка - вкладка Sequences - там можно скачать в fasta-формате. На сайте Pfam есть поиск по последовательностям. На странице результатов поиска можно показать все выравнивания и найти последовательность, с которой начинается участок совпадения. В PyMol можно выделить этот участок при помощи скрипта http://www.pymolwiki.org/index.php/Findseq
cd P:\SpecialCourses\Vir_2014s\
import findseq
findseq SEKVENCE, all

и определить его координаты.
7. Проверьте гипотезу о том, что взаимодействие белка с лигандом осуществляется как взаимодействие ключа и замка. Для этого можно использовать структуру 4IFE. 


А. Определите множества атомов “белок” и “лиганд”. Для этого придется посмотреть текст PDB файла. Например, 

set prot, polymer and ...

set atp, ...

Б. Проверьте, что атомы белка плотно окружают молекулу лиганда (между атомами белка и лиганда нет пустот, в которые можно было бы поместить неводородный атом). Для этого изобразите лиганд сферами и рассмотрите последовательно атомы белка, находящиеся от атомов лиганда на различных расстояниях. Пример скрипта записан белым шрифтом – лучше попробуйте сделать это самостоятельно.

hide everything, all

util.cbaw

show spheres, atp

zoom atp

color white, prot 

show spheres, prot and (atp around 3)
show spheres, prot and (atp around 4)

show spheres, prot and (atp around 5) 

show spheres, prot and (atp around 6)

show spheres, prot and (atp around 7)
ray
В. Проверьте, что гидрофобные участки контактируют с гидрофобными, заряженные – с противоположно заряженными. Изобразите поверхность кармана, в котором связывается ATP. Молекулу лиганда удобно изобразить линиями. В поле Selecting в правом нижнем углу надо выбрать Atoms и кликать на различные участки этой поверхности. Пример скрипта записан белым шрифтом – лучше попробуйте сделать это самостоятельно.

hide everything, atp
show surface, prot and (atp around 7)

show lines, atp

set line_width, 8

ray

Часть 2. Пространственное совмещение
Дано: экспериментально определенная структура ДНК-связывающего домена (EXAMPLE.PDB). Задача: выдвинуть гипотезу о том, какие участки белка участвуют во взаимодействии с ДНК.

1. Найдите белок с похожей структурой, закристаллизованный в комплексе с ДНК. 
Воспользуйтесь программой PDBeFold, она же - SSM (адрес сами знаете, как искать). Программа запускается при помощи кнопки Launch. Укажите, что интересуетесь парным (pairwise) совмещением. В качестве запроса (query) используйте координатный файл. Поиск осуществите среди всех известных белковых структур (All PDB archive в поле Target). Запустить программу можно кнопкой Submit your query.

Найдите наиболее сходную структуру, закристаллизованную в комплексе с ДНК. (PDBeFold для каждой находки выводит название структуры; если из названия не ясно, входит ли структура в комплекс с ДНК, возможно, потребуется просмотреть на сайте PDB – там надо ввести идентификатор структуры в строке поиска и прочитать, что написано про эту структуру. Еще там же полезно нажать Display files → PDB Header, сохранить заголовок, который будет предложен и почитать его в программе WordPad).

Внесите в протокол название найденной структуры и параметры, характеризующие качество совмещения: rmsd и длину выравнивания.

2. Сохраните совмещение, полученное в SSM. 
Пройдите по ссылке, соответствующей выбранной находке (это – цифра в крайнем левом столбце). Отметьте superpose hole entries, и нажмите кнопку view superposed (при помощи программы Jmol). Откроется окно JMol, в котором можно выбрать  верхний пункт в контекстном меню (открывается правым кликом мыши на открывшемся изображении), и далее View _ssm_viewer_file. Возможно, вам повезет, и сразу сохранится архив. При некоторых настройках браузера, откроется много значков, которые сохранять не надо, а надо стереть в адресной строке название файла, открыть содержимое папки, найти там нужный файл и сохранить его через контекстное меню (правый клик мышки на имени файла → Save, изменив расширение на .gz). Затем разархивируйте его (Один из путей: откройте программу FAR (Пуск → Выполнить → выполните команду “far” → Alt+F1 → H → далее найдите вашу папку, выделите сохраненный файл → Shift+F6 → измените разрешение на .gz → Alt+F2 → H → Enter → и скопировать содержимой архива кнопкой F5 → назовите извлеченный из архива файл superposed.pdb). Да, я в курсе, что способ для комсомольцев, но такова жизнь. Зато совмещения SSM хорошие делает.

Какие цепочки в совмещенной структуре соотвествуют исходному белку (EXAMPLE.PDB), лучшей находке и молекулам ДНК, с которыми эта находка взаимодествует?  SSM переименовывает цепочки, поэтому стоит проверить в PyMol – если Вы предполагаете, что цепочка Х соответствует исходному белку, то count_atoms chain X позволяет определить число атомов – оно должно совпадать с исходным (Example.pdb).

А. Загрузите файл Example.PDB, установите сколько в нем атомов с цепочке А

Б. Проверьте, сколько атомов в цепочке А и других цепочках в файле с совмещением. 

В. Изобразите исходную цепочку каким-нибудь способом, чтобы ее увидеть. Определите, какая цепочка с ней совмещена (если потыкать мышкой в атомы, то PyMol в консоле выводит информацию об этих атомах).

Г. Какие цепочки в совмещенном файле соответствуют цепочкам ДНК?
3. Выдвинете гипотезу о том, какие участки исходного белка участвуют во взаимодействии с ДНК.

Вариант быстрый: Найдите участки исходного белка, расположенные близко от молекул ДНК найденной структуры. (поскольку исходный и найденный белок совмещены в пространстве, эти участки примерно совпадают с участками найденного белка, взимодействующими с ДНК, и предположительно выполняют ту же функцию.) Можно считать, что рядом расположены те атомы белка, которые отстоят от ДНК не более чем на 6Ả.

Вариант более аккуратный: Найдите атомы найденного белка, расположенные на расстоянии 6Ả от ДНК. Определите Сα атомы соответствующих остатков. Затем найдите остатки исходного белка, Сα атомы которых расположены не далее чем 2Ả от найденных.
Прим. Выделить все атомы на расстоянии не более чем 6Ả от выбранного множества атомов можно командой типа chain A+B around 6.0. Удобно выделять не отдельные атомы, а целые остатки командой byres (chain A+B around 6.0).
4. Визуализируйте участки исходного белка, определенные в предыдущем задании. Сохраните скрипт, показывающий такое выделение.

В начале скрипта будет команда load – загрузить структуру.

Далее, стоит изобразить те участки, котоые требуется. Например, так:

А. Скрыть все изибражение.

Б. Назвать участок найденного белка именем fnd_reg
В. Назвать расположенные рядом с найденным участком участки исходного белка именем exmpl_reg
Г. Изобразить цепочки исходного и найденного белка в виде тонкого остова (ribbon). Отцентруйте эти цепочки.

Д. Изобразить найденный участок (exmpl_reg) в виде остова потолще (create objname и set ribbon_width, 6, objname)
Е. Изобразить все атомы найденного участка в виде стержневой модели (lines) и раскрасить “по атомам” (util.cbaw).

Ж. Набрать последовательность этих команд в текстовом файл и проверить, что скрипт работает (команда @).

5.(*) Проверьте гипотезу о том, что в районе последовательно идущих  AТ-пар  малая бороздка (МБ) ДНК сужается.

А. Выделите цепочки, соответствующие молекулам ДНК.
Б. Внесите в протокол две строчки: 
AT участок:  <ID фосфора из одной цепочки>  <ID ф-ра из другой ц-ки>  ширина МБ (= расстояние между первым и вторым атомами фосфора)
GC участок:  <ID фосфора из одной цепочки>  <ID ф-ра из другой ц-ки>  ширина МБ 

· Чтобы распознать МБ, покрасьте дно ее синим. Множество атомов МБ под именем mig определено в файле dna.pml . 
· Ширина МБ определяется как минимальное расстояние между атомами фосфора из двух цепочек (при этом  атомы фосфора из пары не принадлежат комплементарным основаниям!). В меню: Wizard ( Measurement чтобы измерять расстояние щелкая по атомам, информацию получаете в командной строке.

