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Obbiettivi del corso di BiomodelingObbiettivi del corso di Obbiettivi del corso di BiomodelingBiomodeling
BiotechBiotechBiotechBiotechBiotechBiotechBiotechBiotech

LogicaLogica e e RiconoscimentoRiconoscimento MolecolareMolecolare
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Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:Siamo cacciatori di coordinate:
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Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato chechecheche…………Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato Posso dare per scontato chechechechechechecheche……………………

le prossime le prossime le prossime le prossime nnnn---- (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano 
gigigigiàààà patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?
le prossime le prossime le prossime le prossime le prossime le prossime le prossime le prossime nnnnnnnn-------- (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano (9) diapositive siano 
gigigigigigigigiàààààààà patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?patrimonio comune?

…………verifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamolo velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:……………………verifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamoloverifichiamolo velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:velocemente insieme:
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Proteins are synthesized as linear polymersProteins are synthesized as linear polymersProteins are synthesized as linear polymersProteins are synthesized as linear polymers

RibosomeRibosomeRibosomeRibosome
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Why do proteins fold into compact structures?Why do proteins fold into compact structures?Why do proteins fold into compact structures?Why do proteins fold into compact structures?

Folded protein
• highly ordered (low entropy)
• many noncovalent interactions

Folding

Unfolded protein
• disordered (high entropy)
• few noncovalent (enthalpic) interactions

∆∆∆∆∆∆∆∆G = 20–60 kJ mol –1

� Folded protein is only marginally more stable than denatured forFolded protein is only marginally more stable than denatured forFolded protein is only marginally more stable than denatured forFolded protein is only marginally more stable than denatured formmmm

� Enthalpic contributions barely overcome the loss of entropyEnthalpic contributions barely overcome the loss of entropyEnthalpic contributions barely overcome the loss of entropyEnthalpic contributions barely overcome the loss of entropy



S. MORO – Biomodeling BiotechM
M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modeling Section 

Dept. Pharmaceutical Sciences – University of Padova - Italy

Hydrophobic effect drives protein foldingHydrophobic effect drives protein foldingHydrophobic effect drives protein foldingHydrophobic effect drives protein folding

---- Proteins fold in a manner that minimizes the solvent exposure ofProteins fold in a manner that minimizes the solvent exposure ofProteins fold in a manner that minimizes the solvent exposure ofProteins fold in a manner that minimizes the solvent exposure of the the the the 

hydrophobic amino acid residues.hydrophobic amino acid residues.hydrophobic amino acid residues.hydrophobic amino acid residues.

The loss in entropy suffered by the protein when it folds into aThe loss in entropy suffered by the protein when it folds into aThe loss in entropy suffered by the protein when it folds into aThe loss in entropy suffered by the protein when it folds into a

compact structure is compensated for by:compact structure is compensated for by:compact structure is compensated for by:compact structure is compensated for by:

(i) the increase in entropy of water molecules which occurs when(i) the increase in entropy of water molecules which occurs when(i) the increase in entropy of water molecules which occurs when(i) the increase in entropy of water molecules which occurs when

nonnonnonnon----polar polar polar polar sidechainssidechainssidechainssidechains become buried in protein interior.become buried in protein interior.become buried in protein interior.become buried in protein interior.

(ii) a small number of (ii) a small number of (ii) a small number of (ii) a small number of noncovalentnoncovalentnoncovalentnoncovalent interactions (Hinteractions (Hinteractions (Hinteractions (H----bonds and bonds and bonds and bonds and 

electrostatic interactions) that occur in folded state of proteielectrostatic interactions) that occur in folded state of proteielectrostatic interactions) that occur in folded state of proteielectrostatic interactions) that occur in folded state of protein.n.n.n.
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What determines fold? The Anfinsen paradigmWhat determines fold? The Anfinsen paradigmWhat determines fold? The Anfinsen paradigmWhat determines fold? The Anfinsen paradigm

� Anfinsen paradigm:Anfinsen paradigm:Anfinsen paradigm:Anfinsen paradigm: the information required for correct folding of the information required for correct folding of the information required for correct folding of the information required for correct folding of 

the protein is contained within the amino acid sequencethe protein is contained within the amino acid sequencethe protein is contained within the amino acid sequencethe protein is contained within the amino acid sequence

� Christian Anfinsen was awarded the Nobel Prize in 1972Christian Anfinsen was awarded the Nobel Prize in 1972Christian Anfinsen was awarded the Nobel Prize in 1972Christian Anfinsen was awarded the Nobel Prize in 1972

UNFOLDED
PROTEIN

Unfolding

GnHCl, mercaptoethanol

FOLDED PROTEIN

Dialysis

THE ANFINSEN EXPERIMENT
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The Anfinsen paradigmThe Anfinsen paradigmThe Anfinsen paradigmThe Anfinsen paradigm
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Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?

1D1D1D1D1D1D1D1D 3D3D3D3D3D3D3D3D
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Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?Why is prediction of protein fold difficult?

Each polypeptide chain can potentially adopt an Each polypeptide chain can potentially adopt an Each polypeptide chain can potentially adopt an Each polypeptide chain can potentially adopt an 
““““astronomicalastronomicalastronomicalastronomical”””” number of conformations:number of conformations:number of conformations:number of conformations:

the the the the the the the the LevinthalLevinthalLevinthalLevinthalLevinthalLevinthalLevinthalLevinthal paradoxparadoxparadoxparadoxparadoxparadoxparadoxparadox
J. J. J. J. J. J. J. J. ChimChimChimChimChimChimChimChim. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44. Phys. PCB 65, 44--------45 (1968).45 (1968).45 (1968).45 (1968).45 (1968).45 (1968).45 (1968).45 (1968).
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The The The The LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal paradoxparadoxparadoxparadox

� Cyrus Cyrus Cyrus Cyrus LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal tried to estimate how long it would take a protein to do a tried to estimate how long it would take a protein to do a tried to estimate how long it would take a protein to do a tried to estimate how long it would take a protein to do a 

random search of conformational space for the native fold.random search of conformational space for the native fold.random search of conformational space for the native fold.random search of conformational space for the native fold.

� Many proteins fold in seconds or less: how is this possible?Many proteins fold in seconds or less: how is this possible?Many proteins fold in seconds or less: how is this possible?Many proteins fold in seconds or less: how is this possible?

� Imagine a 100Imagine a 100Imagine a 100Imagine a 100----residue protein (that means 99 residue protein (that means 99 residue protein (that means 99 residue protein (that means 99 peptide bondspeptide bondspeptide bondspeptide bonds, and , and , and , and 

therefore 198 different therefore 198 different therefore 198 different therefore 198 different phi and psiphi and psiphi and psiphi and psi bond angles)bond angles)bond angles)bond angles) with ONLY three with ONLY three with ONLY three with ONLY three 

possible conformations per residue. Thus, the number of possiblepossible conformations per residue. Thus, the number of possiblepossible conformations per residue. Thus, the number of possiblepossible conformations per residue. Thus, the number of possible folds folds folds folds 

= 3= 3= 3= 3100100100100 = 5 x 10= 5 x 10= 5 x 10= 5 x 1047474747....

� Let us assume that protein can explore new conformations at the Let us assume that protein can explore new conformations at the Let us assume that protein can explore new conformations at the Let us assume that protein can explore new conformations at the same same same same 

rate that bonds can reorient (10rate that bonds can reorient (10rate that bonds can reorient (10rate that bonds can reorient (1013131313 structures/second).structures/second).structures/second).structures/second).

� Thus, the time to explore all of conformational space = 5 x 10Thus, the time to explore all of conformational space = 5 x 10Thus, the time to explore all of conformational space = 5 x 10Thus, the time to explore all of conformational space = 5 x 1047474747/10/10/10/1013131313 = 5 x = 5 x = 5 x = 5 x 

1010101034343434 seconds = 1.6 x 10seconds = 1.6 x 10seconds = 1.6 x 10seconds = 1.6 x 1027272727 years >> age of universeyears >> age of universeyears >> age of universeyears >> age of universe
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Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal parparparparadoxadoxadoxadox

Flat landscapeFlat landscapeFlat landscapeFlat landscape
((((LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal paradox)paradox)paradox)paradox)
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Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal parparparparadoxadoxadoxadox
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Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the Folding landscapes and the LevinthalLevinthalLevinthalLevinthal parparparparadoxadoxadoxadox
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Typically, proteins fold Typically, proteins fold Typically, proteins fold Typically, proteins fold 

by progressive by progressive by progressive by progressive 

formation of nativeformation of nativeformation of nativeformation of native----like like like like 

structures.structures.structures.structures.

Folding energy surface Folding energy surface Folding energy surface Folding energy surface 

is highly connected with is highly connected with is highly connected with is highly connected with 

many different routes to many different routes to many different routes to many different routes to 

final folded state.final folded state.final folded state.final folded state.

The Folding Funnel: where geometry meets energy.The Folding Funnel: where geometry meets energy.The Folding Funnel: where geometry meets energy.The Folding Funnel: where geometry meets energy.
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Thermodynamics and Molecular Structure:Thermodynamics and Molecular Structure:Thermodynamics and Molecular Structure:Thermodynamics and Molecular Structure:

………… 6 x 106 x 106 x 106 x 1023232323

Structure & FunctionStructure & FunctionStructure & FunctionStructure & Function
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DeterminazioneDeterminazioneDeterminazioneDeterminazioneDeterminazioneDeterminazioneDeterminazioneDeterminazione delladelladelladelladelladelladelladella strutturastrutturastrutturastrutturastrutturastrutturastrutturastruttura
delledelledelledelledelledelledelledelle proteineproteineproteineproteineproteineproteineproteineproteine

Due tecniche sperimentali (principalmente):

• Cristallografia X-ray (1961 - Kendrew & 
Perutz)

• Spettroscopia NMR  (1986 - Wuethrich)
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La banca dati La banca dati La banca dati La banca dati La banca dati La banca dati La banca dati La banca dati ProteinProteinProteinProteinProteinProteinProteinProtein Data Data Data Data Data Data Data Data BankBankBankBankBankBankBankBank (PDB)(PDB)(PDB)(PDB)(PDB)(PDB)(PDB)(PDB)

www.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.orgwww.rcsb.org
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Allora perchAllora perchAllora perchAllora perchéééé potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere 
strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strutturestrutturestrutturestrutture????
Allora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchéééééééé potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere 
strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutture????????

•• VediamoloVediamoloVediamoloVediamoloVediamoloVediamoloVediamoloVediamolo in in in in in in in in cifrecifrecifrecifrecifrecifrecifrecifre: : 
�700,000+ sequenze proteiche
�~ 20,000 strutture, ~ 5,000 uniche
�La distanza tra sequenze e strutture note si sta

allargando.

Sequenze Strutture0

20000

40000

60000

80000

600000

700000
 



S. MORO – Biomodeling BiotechM
M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modeling Section 

Dept. Pharmaceutical Sciences – University of Padova - Italy

Allora perchAllora perchAllora perchAllora perchéééé potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere 
strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strutturestrutturestrutturestrutture????
Allora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchAllora perchéééééééé potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere potrebbe essere 
strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strategico predire strutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutturestrutture????????

• Osservazione: La sequenzasequenzasequenzasequenza si evolve più rapidamente
della strutturastrutturastrutturastruttura (Chothia & Lesk, 1986)

�Numero limitato di fold (< 1,000 ?)
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Protein crystallography workflow

protein (DNA, RNA) solution

structure 
solution

data collection

crystallization

phasing

expression&
purification
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Protein crystallography workflow

structure 
solution

data collection

crystallization

phasing

expression&
purification

Easy case:Easy case:Easy case:Easy case:
0.1 mg of protein to obtain 100.1 mg of protein to obtain 100.1 mg of protein to obtain 100.1 mg of protein to obtain 10----20 20 20 20 
drops in which at least 5drops in which at least 5drops in which at least 5drops in which at least 5----6 generate 6 generate 6 generate 6 generate 
““““goodgoodgoodgood”””” crystal; usually, if you need crystal; usually, if you need crystal; usually, if you need crystal; usually, if you need 
to set up the appropriate to set up the appropriate to set up the appropriate to set up the appropriate 
crystallographic condition for the crystallographic condition for the crystallographic condition for the crystallographic condition for the 
first time you need at least 1 mg of first time you need at least 1 mg of first time you need at least 1 mg of first time you need at least 1 mg of 
purified protein.purified protein.purified protein.purified protein.

Taft case:Taft case:Taft case:Taft case:
you need at least 5you need at least 5you need at least 5you need at least 5----6 mg of purified 6 mg of purified 6 mg of purified 6 mg of purified 
proteinproteinproteinprotein………… and a lot of lucky!!!and a lot of lucky!!!and a lot of lucky!!!and a lot of lucky!!!
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Protein crystallography workflow

structure 
solution

data collection

crystallization

phasing

expression&
purification Time scale:Time scale:Time scale:Time scale:

After plasmid cloning and its After plasmid cloning and its After plasmid cloning and its After plasmid cloning and its 
insertion to bacteria, to obtain 2insertion to bacteria, to obtain 2insertion to bacteria, to obtain 2insertion to bacteria, to obtain 2----5 5 5 5 
mg/mg/mg/mg/ltltltlt of protein you need 2of protein you need 2of protein you need 2of protein you need 2----4 weeks; 4 weeks; 4 weeks; 4 weeks; 
moreover, you need other 2moreover, you need other 2moreover, you need other 2moreover, you need other 2----3 3 3 3 
weeks to perform the purification weeks to perform the purification weeks to perform the purification weeks to perform the purification 
step.step.step.step.

If you already have an optimized If you already have an optimized If you already have an optimized If you already have an optimized 
protocol, you can get the same protocol, you can get the same protocol, you can get the same protocol, you can get the same 
amount of protein in 7amount of protein in 7amount of protein in 7amount of protein in 7----10 days.10 days.10 days.10 days.
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Protein crystallography workflow
protein crystal

structure 
solution

data collection

expression&
purification

phasing

crystallization
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Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:Occhio alle dimensioni:
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protein crystalprotein crystalprotein crystalprotein crystal

Although this might seem like a rather unnatural state for the pAlthough this might seem like a rather unnatural state for the pAlthough this might seem like a rather unnatural state for the pAlthough this might seem like a rather unnatural state for the protein, most crystals contain 40rotein, most crystals contain 40rotein, most crystals contain 40rotein, most crystals contain 40––––60% 60% 60% 60% 
water by volume, which is not that different to the crowded intewater by volume, which is not that different to the crowded intewater by volume, which is not that different to the crowded intewater by volume, which is not that different to the crowded interior of a cell.rior of a cell.rior of a cell.rior of a cell.

Why crystals?Why crystals?Why crystals?Why crystals?
XXXX----ray scattering from a single molecule would be incredibly weak aray scattering from a single molecule would be incredibly weak aray scattering from a single molecule would be incredibly weak aray scattering from a single molecule would be incredibly weak and extremely difficult to detect above nd extremely difficult to detect above nd extremely difficult to detect above nd extremely difficult to detect above 
the noise level, which would include scattering from air and watthe noise level, which would include scattering from air and watthe noise level, which would include scattering from air and watthe noise level, which would include scattering from air and water. A crystal arranges huge numbers of er. A crystal arranges huge numbers of er. A crystal arranges huge numbers of er. A crystal arranges huge numbers of 
molecules in the same orientation, so that scattered waves can amolecules in the same orientation, so that scattered waves can amolecules in the same orientation, so that scattered waves can amolecules in the same orientation, so that scattered waves can add up in phase and raise the signal to a dd up in phase and raise the signal to a dd up in phase and raise the signal to a dd up in phase and raise the signal to a 
measurable level. In a sense, a crystal acts as an amplifier. measurable level. In a sense, a crystal acts as an amplifier. measurable level. In a sense, a crystal acts as an amplifier. measurable level. In a sense, a crystal acts as an amplifier. 

Cristallo: dal Cristallo: dal Cristallo: dal Cristallo: dal grecogrecogrecogreco κρύσταλλος, , , , krýstalloskrýstalloskrýstalloskrýstallos, , , , 
ghiaccio! ghiaccio! ghiaccio! ghiaccio! 
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ProprietProprietProprietProprietàààà geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del 
cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:
ProprietProprietProprietProprietProprietProprietProprietProprietàààààààà geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del geometriche della cella e del 
cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:cristallo:
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Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni 
di di di di cristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazione………… un arte!un arte!un arte!un arte!
Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni Individuare ed ottimizzare le condizioni 
di di di di di di di di cristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazionecristallizzazione…………………… un arte!un arte!un arte!un arte!un arte!un arte!un arte!un arte!
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Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia 
pendentependentependentependente
Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia Tecnica di cristallizzazione a goccia 
pendentependentependentependentependentependentependentependente
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Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi proteinaproteinaproteinaproteina----
ligandoligandoligandoligando
Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi proteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteina--------
ligandoligandoligandoligandoligandoligandoligandoligando



S. MORO – Biomodeling BiotechM
M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modeling Section 

Dept. Pharmaceutical Sciences – University of Padova - Italy

Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi proteinaproteinaproteinaproteina----
ligandoligandoligandoligando
Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi Preparazioni di complessi proteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteinaproteina--------
ligandoligandoligandoligandoligandoligandoligandoligando
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e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:e ricordate:

A watched crystal never grows
Crystallographer's fortune cookie
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che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al 
microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:
che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al che cosa possiamo osservare al 
microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:microscopio dopo aver pazientato:
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UummmUummmUummmUummm::::UummmUummmUummmUummmUummmUummmUummmUummm::::::::
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ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:ma ricordate:
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Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di 
diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:
Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di Eccoci alla raccolta dei dati di 
diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:diffrazione:
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Diffraction Principles

Bragg’s Law: n λλλλ = 2dsin θθθθ

X-ray diffraction is essentially an imaging technique in which X-rays are 
scattered by atoms in the crystal without loss of energy (elastic 
scattering).

Why XWhy XWhy XWhy X----rays?rays?rays?rays?
As noted above, the use of electromagnetic radiation to visualizAs noted above, the use of electromagnetic radiation to visualizAs noted above, the use of electromagnetic radiation to visualizAs noted above, the use of electromagnetic radiation to visualize objects requires the radiation to have e objects requires the radiation to have e objects requires the radiation to have e objects requires the radiation to have 
a wavelength comparable to the smallest features that you wish ta wavelength comparable to the smallest features that you wish ta wavelength comparable to the smallest features that you wish ta wavelength comparable to the smallest features that you wish to resolve. We often use Xo resolve. We often use Xo resolve. We often use Xo resolve. We often use X----rays emitted rays emitted rays emitted rays emitted 
from copper targets bombarded with high energy electrons, which from copper targets bombarded with high energy electrons, which from copper targets bombarded with high energy electrons, which from copper targets bombarded with high energy electrons, which emit at several characteristic emit at several characteristic emit at several characteristic emit at several characteristic 
wavelengths: the one we use is called wavelengths: the one we use is called wavelengths: the one we use is called wavelengths: the one we use is called CuKCuKCuKCuKα, which has a wavelength of 1.5418, which has a wavelength of 1.5418, which has a wavelength of 1.5418, which has a wavelength of 1.5418ÅÅÅÅ. This is very similar to . This is very similar to . This is very similar to . This is very similar to 
the distance between bonded carbon atoms, so it is well suited tthe distance between bonded carbon atoms, so it is well suited tthe distance between bonded carbon atoms, so it is well suited tthe distance between bonded carbon atoms, so it is well suited to the study of molecular structure. o the study of molecular structure. o the study of molecular structure. o the study of molecular structure. 
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Diffraction Principles

A string of atomsA string of atomsA string of atomsA string of atoms CorrespondingCorrespondingCorrespondingCorresponding
Diffraction PatternDiffraction PatternDiffraction PatternDiffraction Pattern
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f (x)

anti -
trasformata
di Fourier

f (x)

trasformata
di Fourier

trasformata
di Fourier

F (k)

anti -
trasformata
di Fourier

trasformata
di Fourier

f (x)f (x) F (k)

Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:Diffrazione e trasformate di Fourier:
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Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo 
llll’’’’applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua antitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformata::::
Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo Ecco che cosa vede il cristallografo dopo 
llllllll’’’’’’’’applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua applicazione della sua antitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformataantitrasformata::::::::
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Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:

I cristalli proteici presentano un certo grado di disordine: 
molecole o parti di molecole in diverse celle elementari non 
occupano esattamente la stessa posizione e non hanno
esattamente la stessa orientazione (le proteine non sono
completamente rigide).
Tale disordine fa sì che i cristalli abbiano un limite di risoluzione
nella loro diffrazione da raggi X. Se i cristalli proteici diffrangono a 
bassa risoluzione allora la densità elettronica che si otterrà dai
dati sperimentali non sarà in grado di rivelare i dettagli strutturali
più minuti della proteina.
Poiché la mappa di densità elettronica di una proteina deve
essere interpretata, cioè devono essere definite le posizioni degli
atomi di ciascun aminoacido, l’accuratezza dell’analisi strutturale
dipende dal limite di risoluzione del cristallo.
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Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:Il problema della risoluzione:

trasformata
anti -

trasformata
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Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?Notate la differenza?

2.5 2.5 2.5 2.5 ÅÅÅÅ2.0 2.0 2.0 2.0 ÅÅÅÅ1.5 1.5 1.5 1.5 ÅÅÅÅ
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FittingFittingFittingFitting…………FittingFittingFittingFittingFittingFittingFittingFitting……………………

2.5 2.5 2.5 2.5 ÅÅÅÅ2.0 2.0 2.0 2.0 ÅÅÅÅ
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La bontLa bontLa bontLa bontàààà del del del del fitfitfitfit èèèè espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R 
factorfactorfactorfactor):):):):
La bontLa bontLa bontLa bontLa bontLa bontLa bontLa bontàààààààà del del del del del del del del fitfitfitfitfitfitfitfit èèèèèèèè espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R espressa dal fattore R (R 
factorfactorfactorfactorfactorfactorfactorfactor):):):):):):):):

ΣΣFoFo−−FcFc

R =  R =  
ΣΣFoFo

Il modello viene sopposto a continue rifiniture fino a quando non si 
riscontrano ulteriori miglioramenti nell’ R factor (0 < R < 0.59).

In generale  R = 0.15 ÷ 0.20 per una struttura ben determinata.

Un Un Un Un R R R R factorfactorfactorfactor maggiore di 0.30maggiore di 0.30maggiore di 0.30maggiore di 0.30 per una struttura a per una struttura a per una struttura a per una struttura a risoluzione media (3 risoluzione media (3 risoluzione media (3 risoluzione media (3 ÅÅÅÅ))))
significa che si possono essere errori anche grossolani nella stsignifica che si possono essere errori anche grossolani nella stsignifica che si possono essere errori anche grossolani nella stsignifica che si possono essere errori anche grossolani nella struttura.ruttura.ruttura.ruttura.

FoFoFoFo = = = = densitdensitdensitdensitàààà osservataosservataosservataosservata
FcFcFcFc = = = = densitdensitdensitdensitàààà calcolatacalcolatacalcolatacalcolata
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E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o 
fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B factorfactorfactorfactor):):):):
E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o 
fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B factorfactorfactorfactorfactorfactorfactorfactor):):):):):):):):

La La La La mobilitmobilitmobilitmobilitàààà deglideglideglidegli atomiatomiatomiatomi in un in un in un in un cristallocristallocristallocristallo èèèè espressaespressaespressaespressa in in in in 
termini termini termini termini didididi fattorifattorifattorifattori didididi temperaturatemperaturatemperaturatemperatura, o , o , o , o fattorifattorifattorifattori B, i B, i B, i B, i qualiqualiqualiquali
vengonovengonovengonovengono ottimizzatiottimizzatiottimizzatiottimizzati durantedurantedurantedurante le le le le fasifasifasifasi didididi affinamentoaffinamentoaffinamentoaffinamento. . . . 
Lo Lo Lo Lo spostamentospostamentospostamentospostamento mediomediomediomedio didididi atomiatomiatomiatomi con con con con fattorifattorifattorifattori B B B B 
maggiorimaggiorimaggiorimaggiori didididi 60 60 60 60 ÅÅÅÅ2222 superasuperasuperasupera 1.5 1.5 1.5 1.5 ÅÅÅÅ. . . . QuestiQuestiQuestiQuesti atomiatomiatomiatomi sonosonosonosono
generalmentegeneralmentegeneralmentegeneralmente pocopocopocopoco definitidefinitidefinitidefiniti nellenellenellenelle mappemappemappemappe didididi densitdensitdensitdensitàààà
elettronicaelettronicaelettronicaelettronica....
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E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o 
fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B factorfactorfactorfactor):):):):
E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o E poi non dimentichiamo il fattore B o 
fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B fattore di temperatura (B factorfactorfactorfactorfactorfactorfactorfactor):):):):):):):):

> 50> 50> 50> 50
30303030----50505050

< 30< 30< 30< 30
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Proteins NA Complexes Other Total

X-ray 27335 807 1270 85 29497

NMR 4421 674 118 17 5230

El. Microsc. 77 9 27 0 113

Other 70 4 3 0 77

Total 31903 1494 1418 102 34917

Molecule Type
Method

Protein Data Bank (PDB)
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HEADER    ELECTRON TRANSPORT                      19-MAR-90   2TRX      2TRXA  1

COMPND    THIOREDOXIN                      2TRXA  2
SOURCE    (ESCHERICHIA $COLI)              2TRX   4
AUTHOR    S.K.KATTI,D.M.LE*MASTER,H.EKLUND 2TRX   5
REVDAT   2   15-JAN-93 2TRXA   1       HEADER COMPND                    2TRXA  3
REVDAT   1   15-OCT-91 2TRX    0                                        2TRX   6
JRNL        AUTH   S.K.KATTI,D.M.LE*MASTER,H.EKLUND                     2TRX   7
JRNL        TITL   CRYSTAL STRUCTURE OF THIOREDOXIN FROM ESCHERICHIA    2TRX   8
JRNL        TITL 2 $COLI AT 1.68 ANGSTROMS RESOLUTION                   2TRX   9
JRNL        REF    J.MOL.BIOL.             V. 212   167 1990      2TRX  10
JRNL        REFN   ASTM JMOBAK  UK ISSN 0022-2836                  070  2TRX  11
REMARK   1 

HEADER - PDB accession, date, function
CMPND - name of molecule or compound
SOURCE - origin or source of molecule (species)
REVDAT - revision dates
JRNL - primary reference (journal) describing structure
REMARK - a comment made by depositor

Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:
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FORMUL   3   CU    2(CU1 ++)               2TRX 110
FORMUL   4  MPD    8(C6 H14 O2)            2TRX 111
FORMUL   5  HOH   *140(H2 O1)              2TRX 112
HELIX    1 A1A SER A   11  LEU A   17  1 DISORDERED IN MOLECULE B       2TRX 113
HELIX    2 A2A CYS A   32  TYR A   49  1 BENT BY 30 DEGREES AT RES 39   2TRX 114
HELIX    3 A3A ASN A   59  ASN A   63  1   2TRX 115
HELIX    4 31A THR A   66  TYR A   70  5 DISTORTED H-BONDING C-TERMINS  2TRX 116
HELIX    5 A4A SER A   95  LEU A  107  1   2TRX 117
SHEET    1 B1A 5 LYS A   3  THR A   8  0                    2TRX 123
SHEET    2 B1A 5 LEU A  53  ASN A  59  1  O VAL A  55   N  ILE A   5   2TRX 124
SHEET    3 B1A 5 GLY A  21  TRP A  28  1  N TRP A  28   O  LEU A  58   2TRX 125
SHEET    4 B1A 5 PRO A  76  LYS A  82 -1  O  THR A  77   N  PHE A  27   2TRX 126
SHEET    5 B1A 5 VAL A  86  GLY A  92 -1  N  GLY A  92   O  LYS A  82   2TRX 127
SSBOND   1 CYS A   32    CYS A   35        2TRX 143

FORMUL - chemical formula of heteroatoms
HELIX - location of helices as identified by deposit or
SHEET location of beta sheets as identified by depo sitor
SSBOND - location and exisitence of disulfide bond

Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:



S. MORO – Biomodeling BiotechM
M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modeling Section 

Dept. Pharmaceutical Sciences – University of Padova - Italy

ORIGX1      1.000000  0.000000  0.000000   0.00000                 2TRX 146
ORIGX2      0.000000  1.000000  0.000000   0.00000                 2TRX 147
ORIGX3      0.000000  0.000000  1.000000   0.00000                 2TRX 148
SCALE1      0.011173  0.000000  0.004858   0.00000                 2TRX 149
SCALE2      0.000000  0.019585  0.000000   0.00000                 2TRX 150
SCALE3      0.000000  0.000000  0.018039   0.00000                 2TRX 151
ATOM      1  N   SER A   1      21.389  25.406  -4.628  1.00 23.22      2TRX 152
ATOM      2  CA  SER A   1      21.628  26.691  -3.983  1.00 24.42      2TRX 153
ATOM      3  C   SER A   1      20.937  26.944  -2.679  1.00 24.21      2TRX 154
ATOM      4  O   SER A   1      21.072  28.079  -2.093  1.00 24.97      2TRX 155
ATOM      5  CB  SER A   1      21.117  27.770  -5.002  1.00 28.27      2TRX 156
ATOM      6  OG  SER A   1      22.276  27.925  -5.861  1.00 32.61      2TRX 157
ATOM      7  N   ASP A   2      20.173  26.028  -2.163  1.00 21.39      2TRX 158
ATOM      8  CA  ASP A   2      19.395  26.125  -0.949  1.00 21.57      2TRX 159
ATOM      9  C   ASP A   2      20.264  26.214   0.297  1.00 20.89      2TRX 160
ATOM     10  O   ASP A   2      19.760  26.575   1.371  1.00 21.49      2TRX 161

ORIGXn - scaling factors to transform from orthogonal coo rds.
SCALEn - scaling factors to transform to fractional cry st. Coords.
ATOM - atomic coordinates of molecule

Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:Anatomia di un file PDB:
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ATOM      1  N   SER A   1      21.389  25.406  -4.628  1.00 23.22      2TRX 152
ATOM      2  CA  SER A   1      21.628  26.691  -3.983  1.00 24.42      2TRX 153
ATOM      3  C   SER A   1      20.937  26.944  -2.679  1.00 24.21      2TRX 154
ATOM      4  O   SER A   1      21.072  28.079  -2.093  1.00 24.97      2TRX 155
ATOM      5  CB  SER A   1      21.117  27.770  -5.002  1.00 28.27      2TRX 156
ATOM      6  OG  SER A   1      22.276  27.925  -5.861  1.00 32.61      2TRX 157
ATOM      7  N   ASP A   2      20.173  26.028  -2.163  1.00 21.39      2TRX 158
ATOM      8  CA  ASP A   2      19.395  26.125  -0.949  1.00 21.57      2TRX 159
ATOM      9  C   ASP A   2      20.264  26.214   0.297  1.00 20.89      2TRX 160
ATOM     10  O   ASP A   2      19.760  26.575   1.371  1.00 21.49      2TRX 161

Atom #

Atom Name

Residue Name

Residue #

X coord (Å)

Y coord (Å)

Z coord (Å)

Occupancy

B-factor
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REMARK   6 CORRECTION. CORRECT CLASSIFICATION ON HEADER RECORD AND      2TRXA  5
REMARK   6  REMOVE E.C. CODE.  15-JAN-93.                               2TRXA  6
SEQRES   1 A  108  SER ASP LYS ILE ILE HIS LEU THR ASP ASP SER PHE ASP  2TRX  74
SEQRES   2 A  108  THR ASP VAL LEU LYS ALA ASP GLY ALA ILE LEU VAL ASP  2TRX  75
SEQRES   3 A  108  PHE TRP ALA GLU TRP CYS GLY PRO CYS LYS MET ILE ALA  2TRX  76
SEQRES   4 A  108  PRO ILE LEU ASP GLU ILE ALA ASP GLU TYR GLN GLY LYS  2TRX  77
SEQRES   5 A  108  LEU THR VAL ALA LYS LEU ASN ILE ASP GLN ASN PRO GLY  2TRX  78
SEQRES   6 A  108  THR ALA PRO LYS TYR GLY ILE ARG GLY ILE PRO THR LEU  2TRX  79
SEQRES   7 A  108  LEU LEU PHE LYS ASN GLY GLU VAL ALA ALA THR LYS VAL  2TRX  80
SEQRES   8 A  108  GLY ALA LEU SER LYS GLY GLN LEU LYS GLU PHE LEU ASP  2TRX  81
SEQRES   9 A  108  ALA ASN LEU ALA         2TRX  82
HET     CU    109       1     COPPER ++ ION 2TRX 100
HET     CU    109       1     COPPER ++ ION 2TRX 101
HET    MPD    601       8     2-METHYL-2,4-PENTANEDIOL                  2TRX 102
HET    MPD    602       8     2-METHYL-2,4-PENTANEDIOL                  2TRX 103 

REMARK - a comment made by depositor
SEQRES - sequence of protein in 3 letter code
HET - names of heteroatoms
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Radio Wave
Transceiver

Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica 
Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)
Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica 
Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)Nucleare (NMR)
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Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica 
Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.
Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica Spettroscopia di Risonanza Magnetica 
Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.Nucleare (NMR): principi.
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Spettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1H----NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:Spettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1HSpettro 1H--------NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:NMR di una proteina:
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Misurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze inter----nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (NOEsNOEsNOEsNOEs))))Misurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze interMisurare distanze inter--------nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (nucleari (NOEsNOEsNOEsNOEsNOEsNOEsNOEsNOEs))))))))
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Distanze
internucleari

Distance
Geometry
Simulated
Annealing

Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura 
proteica:proteica:proteica:proteica:
Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura Dalle distanze internucleari alla struttura 
proteica:proteica:proteica:proteica:proteica:proteica:proteica:proteica:
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Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 Struttura NMR (20 conformericonformericonformericonformericonformericonformericonformericonformeri))))))))

Struttura media
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Cofattori
(Heteroatoms)
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