Modellamento di proteine per omologia:
teoria ed esempi




Dal gene alla funzione...
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lgccgee ggccgggeat
tttctc cacccaggtg
ccccte gctgcacccg
catcag caccctgagc
ccccat gggcccccac
cagcce ccagctcage
lcctggg cctcaatgge
caccaa gcacatctgc
cagctg cgaggggtge
ctgccg cgacaacaag
ccgcta ccagaagtgce
lgcgtgg caaggaccgg
gccggt ggagaggatc
ggaggc aaacatgggg
agcagce cgacaaacag
lagagct gcccctggac
lcgcctc cttcteccac
gcacgt ccaccggaac
gacgga gcttgtgtce
gcgcge catcgtecte
ggcgct gagggagaag
lgcagce gggaaggttce
caaatg cctggaacat
ccttat ggagatgctg
tgccca ccegttetgg
tccctg cccttetetg
ctaaga gatgtgttgt
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Importanza della struttura delle proteine

Dalla struttura si puo ipotizzare la funzione

MGSSHHHHHHSSGL VPRGSHKREAVQEERQRGKDRNENEVES
TSSANEDMPVERI LEAELAVEPKTETYVEANMGLNPSSPNDP
VTNl CQAADKQLFTLVEWAKRI PHFSEL PLDDQVI LLRAGAN
ELLI ASFSHRSI AVKDG LLATGLHVHRNSAHSAGVGAI FDR
VL TELVSKMVRDMQVDKTEL GCLRAI VL FNPDSKGLSNPAEVE
ALREKVYASL EAYCKHKYPEQPGRFAKLLLRLPALRSI GLKC
LEHLFFFKLI GDTPI DTFLMEM.EAPHQMT

MGSSHHHHHHSSGL VPRGSHKREGEOEERQRGKDRNENEVES
TSSANEDMPVERI LEAELAVEPKTE EANMGLNPSSPNDP
VTNI CQAADKQLFTLVEWAKRI PHFSEV\PLDDQVI LLRAGN
ELLI ASFSHRSI AVKDG LLATGLHVHRNSAHSAGVGAI FDR
VLTELVSKMRDMQVDKTEL GCLRAI VL FNPDSKGLSNPAEVE

ALREKVYASLEAYCKHKYPEQPGRFAKLLLRLPALRSI GLKC
LEHLFFFKLI GDTPI DTFLMEM.EAPHQMT




Perché predire la struttura delle proteine?

« Difficile ottenere cristalli idonei « Necessita di soluzioni molto




Come predire la struttura ?

Esistono proteine Informazione minima
con sequenza

necessaria:
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Modellamento per omologia
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Modelling  backbone,
catene laterali, nessun
loop da modellare

Modelling  backbone,
inserzione loop

Difficile modelling del
backbone, larghe
porzioni strutturali
senza riferimento.




Modellamento per omologia

Analisi della sequenza

Allineamento di sequenza tra
proteina da modellare e proteine

SSVEKKPEGVNTGAGDRHNL KTEWPEL VGK

ASLERGPDYDTQAL DVRNI RADFANRSSKL




Analisi della sequenza di amminoacidi

MGSSHHHHHHSSGL VPRGSHKREAVQEERQRGKDRNENEVEST SSANEDVPVERI LEAELAVEPKTETY
VEANMGLNPSSPNDPVTNI CQAADKQLFTLVEWAKRI PHFSEL PLDDQVI LLRAGANELLI ASFSHRSI
AVKDG LLATGLHVHRNSAHSAGVGAI FDRVL TEL VSKVRDMVDKTEL GCLRAI VL FNPDSKGL SNPA

EVEAL REKVYASL EAYCKHKYPEQPGRFAKLL L RLPALRS| GLKCLEHLFFFKLI GDTPI DTFLMEMLE
APHQMT

BANCHE DATI:

- Sequenze di nucleotidi (GenBank, EMBL)




Paragona una sequenza amminoacidica a un database di sequenze di
proteine

Adatto sia per la ricerca per similarita di sequenze amminoacidiche nelle banche
dati, sia per allineare due sequenze simili tra loro.

BLAST OUTPUT

Score E
Sequences producing significant alignnents: (bits) || Val ue
sp| P28814| BARW HORVU BARW N 265 3e-71
sp| P43082| HEVL_ARATH HEVEI N- LI KE PROTEI N PRECURSOR 196] ] 2e- 50
sp| P29062| PRAA_TOBAC PATHOGENESI S- RELATED PROTEI N PR- 4A PRECURSOR 194} 8e-50
sp| P02877| HEVE_HEVBR HEVEI N PRECURSOR ( MAJOR HEVEI N) 187} le- 47
sp| PO9761| WN1_SOLTU WOUND- | NDUCED PROTEI N W N1 PRECURSOR 183) | 8e-47
sp| @2243| WN_SOYBN WOUND- | NDUCED PROTEI N 1371 le- 32
sp| @Q7447| RECA PSEPU RECA PROTEI N 29113.9
sp| P13944| CA1IC CH CK COLLAGEN ALPHA 1(XI'l) CHAIN PRECURSOR (FIB... 2811 8.8




Allineamento di sequenze

L’'allineamento multiplo consente di avere informazioni sulla conservazione
e variabilita di ogni posizione all'interno di una famiglia proteica e quindi
aiuta a definire meglio la posizione di inserzioni e delezioni,

Programmi usati: : : : etc.




Allineare le sequenze non basta...

Occorre tenere conto di fattori strutturali, informazioni funzionali e in
generale di tutte le informazioni disponibili raccolte sulla proteina.

Alcune informazioni utili da considerare sono:
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Costruzione del modello

Si utilizzano software che, a partire dall’allineamento della proteina “query”
alla/alle sequenze di riferimento e dalle relative coordinate, costruiscono un
modello 3D della query ottimizzandone la geometria con procedure basate

su cicli di minimizzazione e dinamica molecolare.




] Ramachandran Plot
Valutazione del modell

modello

» Caratteristiche stereo-chimiche
del backbone

Pri (Z=gre=x)

N

W Al L
T (Aee-oom)
Pld ol adi =

Ao s x mer beesrsd e A H ]
FHOCHE T A ryai cTEeecs [absT]
e T e e sl ewi e [-r cheel
e v T A= T4 T

ralo Laagl e e aduz ol
b afes-revhesim A TTorwd P,

Fakr ArF o Mades wena o lrmad=y
Saabwr Aprada+ e =

RCR S, r'i:.—-.ﬂ

T-T1umkarm i s

] o WP TR 1 A TR rn'-rhmnl HET 1 LTEnr
el T R e TR e sl ikl et = aal
Lo !':l'hl. J.: u_'li.hu.l.n. HT i




Valutazione del
modello

» Caratteristiche stereo-chimiche
del backbone

« Compatibilita con proprieta
strutturali es. del templato

Ramachandran Plot
modell
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Valutazione del
modello

» Caratteristiche stereo-chimiche
del backbone

« Compatibilita con proprieta
strutturali es. del templato

o Altri confronti con proprieta
determinate sperimentalmente
(es. CD, funzione etc)
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