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Determinazione della struttura
delle proteine
Due tecniche sperimentali (principalmente):

e Cristallografia X-ray (1961 - Kendrew &
Perutz) ;
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La banca dati Protein Data Bank (PDB)

PROTEIN DATA BANK
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Frequently Asked Questions

Cuick 75‘(?3 :

Want to search by
sequence? Click here.

r.-- www.rcsb.org

& memeer or Tre B IPID B

MyPDB: Login | Register

An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
As of Tuesday Mar 17, 2009 B there are 56457 Structures @ | PDB Statistics @

I Site Search

© PDBID or keyword @ Author

A Resource for Studying Biological Macromolecules

The PDB archive contains information about experimentally-determined structures of proteins, nucleic acids, and complex assemblies. As a member of the wwPDB, the RCSB PDB
curates and annotates PDB data according to agreed upon standards.

The RCSB PDB also provides a variety of tools and resources. Users can perform simple and advanced searches based on annotations relating to sequence, structure and function.
These molecules are visualized, downloaded, and analyzed by users who range from students to specialized scientists.

Molecule of the Month: Hydrogenase

Hydrogen gas is an unusual substance. Normally, it is stable and must be coaxed with powerful catalysts to enter into chemical reactions. But when mixed with oxvagen,
a tiny spark will set off an explosive chain reaction. Hydrogen gas heolds great promise to be the greenest of green energy sources. It has many advantages:
compared with many fuels, it releases a lot of energy for its weight, and the reaction forms only energy and pure water. It has substantial disadvantages, however. It
is dangerous to store, and it is difficult to perform the reaction in a controlled, non-explosive manner.

® Read more ... ® Previous Features

Researchers at the PSI CSMP have revealed the mechanism of the dual-specificity aguaglyceroporin from the major parasite that causes malaria.
® Read more from PSI SGKB = Previous Features

The RCSB PDB is managed by two members of the RCSB: Rutgers and UCSD, and is funded by NSF, NIGMS, DOE, NLM, NCI, NINDS, and NIDDK.

New user? Try the browser compatibility check, information on Getting Started, and a narrated tutorial @ about navigating the site.

u Complete News
B Newsletter
m Discussion Forum

B Job Listings

17-March-2009
PDB Archive Version
3.15 Released

A newly standardized and
enhanced version of the
entire PDB archive at
fp:/fitp.wwpdb.org has been
released.

More ==

Receive Email Alerts
When New Structures
Match Your Queries
with MyPDB

MyPDB is a new feature
that regularly sends out
emails when structures
that match customized
queries are released.
More ==

Data Snapshots

Time-stamped yearly
snapshots of the PDB archive
are available via FTP at:
ftpr//snapshots wwpdb.org
The snapshots provide readily
identifiable data sets for
research on the PDB archive.

RCSB Protein Data Bank
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Allora perche potrebbe essere
strategico predire sirultuse?

A\ Y l.1
e Vediamolo in cifre:

= 700,000+ sequenze proteiche
=>~ 20,000 strutture, ~ 5,000 uniche
> La distanza tra sequenze e sltrutture note s/ sta

allargando.
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Sequenze : Strutture

M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelhg Section
M

Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padovadtaly S. MORO - Biomodeling Biotech




re?

e (Osservazior owmear  @mmas  @)iecoz @) ibeAd (36 2pii2 I rapidamente
alpha/beta domain if,mf(‘i‘““"gl"bUIi“ TIM barrel helical bundle alpha/beta-meander
della struttu

= Numero |

7
(33) IvdfA:1 (27) 1grj:2 (25) 1bbi2:1 (19) 1rro:2 (18) loctC:3
single helix coiled coil beta-meander EF-hand HTH-motif

3

o
3

(18) 1prtF:1 (17) 3grs:2 (14) 1mbd:1 (13) 1vin:3 (13) laozA:15

OB-fold sg\"?é}l\]AD binding globin fold cyclin fold blue copper protein

%

(13) lcf:17 (12) 1celA:3 (12) lepaA:l (12) 2arcA:4 (12) 2yhx:3
periplasmic binding lectin fold lipocalin fold beta-roll actin fold
protein

M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelhg Section

M Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padovadtaly S. MORO - Biomodeling Biotech




Superfici Molecolari e
Proprieta di Superfice
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Un momento di riflessione....

“It Is generally accepted that receptor and
substrate molecules recognize each other at their
molecular surfaces. Therefore, the binding
strength of a receptor-drug complex depends on
the shape of the substrate surface and on the
distribution of certain properties on this surface.
Any method attempting to model biological activity

should take into account this mformatlon and try to
correlate it to biological activity... =

by Johann Gasteiger et al J.A.C.S. 1995, 117, 7769-7775

Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelng Section . . .
M S Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padowvdtaly S. MORO — Biomodeling Biotech




CELLULAR STRESS

Nutlin-3 Nutlin-3
Cancer Normal
oo ]| L Memal

'MDM2 %p53 n—' MDM2 :

e e — —

A

CELL CYCLE
ARREST

40

APOPTOSIS SENESCENCE

Nutlin-3a

p53-binding
domain

-] 13

p53
P53+ Mdmzl

@6

acidic

domain Zn
NLS NES
78 192 4 F 283289 In

A cell dividing into

two daughter cells

@.ﬁm ciniziaresecon siliutimioy
esempigprieferitbinterazione!

RING

=

A3 486 4TI 4m2

p53 peptide

NS

Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelhg Section
Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padovadtaly

S. MORO - Biomodeling Biotech
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The murine double minute 2 (mdm2) gene encodes a negative regulator of the
p53 tumor suppressor. Amplification of mdm2 or increased expression by
unknown mechanisms occurs in many tumors. Thus, increased levels of MDM2
would inactivate the apoptotic and cell cycle arrest functions of p53, as do
deletion or mutation of p53, common events in the genesis of many kinds of
tumors. MDM2 functions as an E3 ubiquitin ligase to degrade p53. MDM2 also

binds another tumor suppressor, ARF. This interaction sequesters MDM2 in the
nucleolus away from p53, thus activating p53.
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ATOM 758 CA TRPB 23
ATOM 759 C TRPB 23
ATOM 760 O TRPB 23
ATOM 761 CB TRPB 23
ATOM 762 CG TRPB 23

ATOM 763 CD1TRPB
p ATOM 764 CD2 TRP B
ATOM 765 NE1 TRP B
>N, {ATOM 766 CE2TRP B
N &AM 767 CE3TRP B
O AOM 768 CZ2 TRP B
SATOMA_769 CZ3 TRP B
L 7 TO~CH2 TRP B

P53 MDM2

23
23
23
23
23
23
23
23

31.236 -29.774 -
27477 -25.871 -
27.021 -24.553 -
25.532 -24.284 -
24.919 -23.498 -
27.892 -23.448 -
27.585 -22.055 -

26.730 -21.178
28.090 -21.382
26.659 -20.002
27.478 -20.101
28.990 -21.731
27.738 -19.177
29.251 -20.809
28.623 -19.548

YSB 24  24.939-24.930 -

Spero sia chiaro altrettanto, chiaro
' @R@: ;AI\ITOM 756 CD2 LEUB 22

ATOM 757 N TRPB 23

8.020
8.251
7.803
8.011
7.297
8.451
8.009
8.613
6.842
7.892
6.799
5.830
5.784
4.825
4.812
8.991
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el 2 come  pewieme  ullisee
BN intelligentemente:le.coordinate cantesiane?

b/.

\“_\
P\

z
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=\ Rendering}
B Ovverovisualizzamijdistanze “proy//eg/ate’
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=W Ma, come: possiamo, ridare. fisicita, alj nostni
L Y modelliimolecolani?

=

)

) !/




Johannes Diderik van der Waals (23
novembre 1837 — 8 marzo 1923) € uno
scienziato olandese famoso "per il suo
lavoro sull’‘equazione di stato perigas e
i liquidi” , che gli valse il Premio Nobel
per la fisica nel 1910. Van der Waals fu
il primo a realizzare la necessita di
tenere in considerazione il volume delle
molecole e le forze intermolecolari
("Forze di van der Waals", come
vengono generalmente chiamate oggi)
nello stabilire la relazione tra
pressione, volume e temperatura dei
gas e dei liquidi.

Raggio di van der Waals : misura della dimensione di
un atomo nelle direzioni in cui non forma un legame
ed e uguale alla meta della distanza fra atomi
adiacenti dello stesso tipo non legati.
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um velpge: [iRassing, ...

Element radius (A)

Hydrogen 1.20 V — ﬂ T r3
Carbon 1.70 vdw 3 vdW
Nitrogen 1.65

Oxygen 1.62

Fluorine 1.47

Phosphorus 1.80 3
Sulfur 1.80 [aw =3[ Vg —
Chlorine 1.75 arr
Copper 1.4
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72 Dalle: coordinate: carntesiane: alle. sfere. dij van,
" L der-Waals::

K

)
Modelli CPK

vl i da Corey, Pauling ed implementati successivamente da Kultun)
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& Dai modelli CPK alle superfici molecolari:

i-ﬁﬂ
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eccole:
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Superficie di van der Waals o di contatto
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=4 Spero sia chiare: senza struitura;
U niente studio sull”interazione!
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Ma, per prima, cosa;:: gliiidrogenil!

a. Gli atomi di idrogeno possono essere aggiunti
saturando tutte le valenze degli eteroatomi
rispettando i requisiti geometrici (distanze ed
angoli di legame) sperimentalmente determinati:
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Ma, per prima, cosa;:: gliiidrogenil!

b. Gli atomi di idrogeno associati a gruppi
ionizzabili vengono “titolati” in funzione del loro
valore di pKa e del valore di pH del mezzo solvente:

Alanine
14.0
12.0f D
2
10.0f HzN——H
CHz
8.0r T ESESESERERENE 8.0 = pH = 10
>H ] @ tCz ]
6.0 1 pl=801 6.0- Hah—H
e ?
+or k,l=2.34 A 4.0- CHs3
= ' H3N+H
SRS . : : CHz
0.0 0.2 1.0 1.2 2.0 2.0 oH < 2

Equivalents of OH"
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Le superfici  molecolarii

Superficie di van der Waals o di contatto
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& :ﬂﬁ;%ﬂh?fﬁﬁﬂﬁ%ﬂﬁ!ﬁﬁ?)ﬁm .comingciamo,da;
o) it

Charles Augustin de Coulomb (Angouléme, 14
giugno 1736 - Parigi, 23 agosto 1806).

:%%%

o Nm2
| costantedi Coulomb K, =9%10
K, =——
47,
doveg, ela costantalielettricadel vuoto
C2
£, =89%x10™° ——
Nm
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priove a recitarila;:
“due corpi carichi puntiformi, posti nel vuoto

ad una distanza r, esercitano 'uno sull’altro
una forza la cui intensita, e datada...”

Ora il concetto di puntiforminon si sposa bene con i
nostri oggetti molecolari di cui rivendichiamo con
forza la loro fisicita! Come possiamo trasformare il
concetto di “distribuzione di carica’ con quello di
“carica puntiforme”?

Introducendo il concetto (non reale ma realistico) di

carica atomica parziale.
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Le cariche atomiche parziali come
ambasciatori puntiformi della densita di
carica atomica.
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- Esistono, quattro, differenti; metodologie: per: il
WY calcolo, delle cariche atomiche. parnziali
(Criamer;;, 2002);:

Classe [: appartengono a questa classe tutti quei metodi non
basati sulla meccanica quantistica bensi su medoti empirici.
Questi approcci posso esseri derivati da dati sperimentali
come i momenti dipolari o i valori di elettronegativita.

Classe //: sono metodi basati sulla partizione della funzione
d’onda utilizzando I’approssimazione degli orbitali molecolari.

Classe /Il sono metodi basati sulla partizione di alcune
osservabili fisiche derivate dalla funzione d’onda come per
esempio la densita elettronica.

Classe /V: sono metodi che attraverso procedure di calcolo di
classe Il o Ill portano a cariche in grado di riprodurre
osservabili sperimentali come per esempio i momenti dipolari.
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Caniche. atomiche parnzialii calcolate sullg,
base. deij valorij dijelettronegativita, (Classe. l);:

.« eas e . Ol 4
21} Elettronegativita di Pauling N33 =
B | 25—
_| Be 2.0 5150 B He
= Lok i 5t 21 225 TN
< Vs REISS by
e 0.0 Sc | Ti 1"""6 Fg hftg‘ 1FE51 {1:2 ?g 2.0 — I Ar
" K Ca 13|15 | MQ Te Ru = Sn | Sb Te 2.5
08 | L0==>r M0 |18 | 19 | =2 15118 ] 1.9 |21 Kr
1.0 W 3 Il - 21 Xi
?:.ﬂ =a | Hf|15[17 (19 22 18(19]19]20 s
-5 101220 b
07|09 A A sn
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Caniche. atomiche. parnzialii calcolate: sulla,
base. deij valorij dijelettronegativita, (Classe. l);:

H-H H-F H-CI H-Br
Ax =0 Ax=1.9 Ax =0.9 Ax =0.7

Aq=0 Aq =£0.xxx Aq=x0.xxx Aq=x0.xxx

Formalismo PEOE (Partial Equalization of Orbital Electronegativities)
Gastaiger 1980:

N Xa =8, +0,0,+C,d,
Elettronegtivita y, = P =5 (IP+EA) x.=a,+b,+c,

A
1 —
IP: potenzialali ionizzazime qA=—XB +XA
2 Xa

EA :affinita elettroni@ . _ o
dovey, el'EN delloionepositivodi A
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Il principio di sovrapposizione: il campo elettrico di
- 1 due o piu cariche puntiformi e uguale al vettore
% somma dei campi elettrici di ognuna di queste
cariche prese separatamente.
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aneoria un velpee npassing, ...

| ”\\

Il lavoro per spostare un punto materiale da A a B ¢, nel caso
di forze conservative, uguale alla variazione di energia
potenziale cambiata di segno.

B B
1
V, :—jFE,de:—j OLdr:
ATE, 1
A A 0
B — 1B
1 1
—_ 9 Izd":‘ 9 |_+] _ 9
ATE, I arE, | r |, 4rE,r
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Bellissima!

HmV,=0
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notate la somiglianza?
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¥ « Y Viceversa... cominciate ad intravedere il
2 concetto di complementarieta topologica e di
\ / proprieta di superficie?

J

M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelng Section
M

Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padowvdtaly S. MORO — Biomodeling Biotech




Y . \ Viceversa... cominciate ad intravedere il
concetto di complementarieta topologica e dii
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a superficie mmm una meravigliosa,
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Recupereremo, questo, bellissismo, concetto,
piu, avanti, ma prima rivediame un, altro,
1 strorndinario, concetto;:

L

modificazioni post- traduzione!!

NS
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e la magia delle meodificazionii  post-
traduzionali.. vediamene:solo aleune::

1. Fosforilazione;

2. N-acetilazione;
3. N- ed O-glicosilazione;
4. N-metilazione;
5. Nitrosilazione;

6. Acilazioni (palmitoilazione, farnesilazione,
miristoilazione);

7. Ubiquitinazione e SUMOilazione;
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Fosforinazione... imbreve

AA coinvolti: Ser, Thr, Tyr
APM: 80 Da

Acarica locale: neutro - negativa
Reversibilita: ©

>30% di tutte le proteine sono fosforilate
molte di queste proteine sono poli-posforilate
Funzionf:

Ser, Thr associazione e attivazione di chinasi
Tyr dimerizzazione e attivazione recettoriale
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eceo, quii un pessibile: effetto, lpcale: dii un,
priocesso fosforilativo, ..
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Acetilazione... in breve

AA coinvolti: residuo N-ter, Lys
APM: 42 Da

Acarica locale: positiva —» neutro
Reversibilita: ©

Funziony:
cruciale nei meccanismi di
funzionalista degli istoni

controllo della
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eceo, quii um pessibile: effetto, lpcale: dii un,
& processo, dij acetilazione ad, una, catena,
S laterale.dijunaLys...

GGKGG GGK(Ac)GG
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Glicosilazione... imbreve

AA coinvolti: N-glico, Asp

APM: >800 Da

Acarica locale: neutro - variabile

Reversibilita: ©

AA coinvolti: O-glico, Ser e Thr

APM: 203 - >800 Da

Acarica locale: neutro - variabile

Reversibilita: ©

Circa 50% delle proteine umane sono glicosilate;
Golgi e RE sono i laboratori cellulari deputati alla
glicosilazione

Funzionf:

stabilita e solubilita proteica, segnali di riconoscimento,
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eceo, quii um, pessibile: effetto, lpcale: dii un,
processo, dii glucosilazione: ad) una, catena,
' laterale.dijuna,Gin,...

GGNGG GGN(glu)GG
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torniamo, al|nestro, ps3...

Improved
acetylation

Decreased Mdm2
association v

JNK1z1

Cdk2

CKIl sSRP1

Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelng Section . . .
M S Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padowvdtaly S. MORO — Biomodeling Biotech




Torniamo alla struttura
fosforiliamo?

Chk1/2
- - -

Ser(P)20
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’xRepulsione Sterico-
- Elettrostatica.
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Qualche altra “utile” proprieta da proiettare?

- ---. Superficie di van der Waals o di cdntatto

M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelng Section

M Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padowvdtaly S. MORO — Biomodeling Biotech




Ricordate il mitico effello /drofohico?

Folding

Aggregazione

Riconoscimento
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un brevissimo ripasso:

- 4,0
/u(faseZ) - :u(faseZ) -RT In|_C(fase2)]

All’equilibrio:
Hitaser) = Hiiase2)
Hiaseny ~RT I”[C(fasel)] = Hiasez) ~RT I”[C(faseZ)]
Hitasety = Hitasez) = RT I”[C(fasel): -RT In[C(faseZ)]

C
0 — 4,0 — (fasel)
:u(fasel) :u(fasez) =RT In C—
f
Fase 1 (organica) | ~(fase2)
= 10 —-RTI lC ] C(fasel) _
Hitaser) = Htasen) N~ (fasen) c__ |- P Coefficiente di ripartizione

(fase2)

Dept. Pharmaceutical Sciences — University of Padowvdtaly S. MORO - Biomodeling Biotech

M S Confidential and Property of ©2005 Molecular Modelng Section
‘ M




C( fasel)

=P  Coefficiente di ripartizione

_C(HzO) i

Definiremo come: “idrofobico” un composto conP > 1;
“Idrofilico” un composto con P <1.

C( fasel)

log =logP

_C(Hzo) _

Definiremo come: “idrofobico” un composto con logP > 0;
“Idrofilico” un composto con logP < 0.

S. MORO - Biomodeling Biotech
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Amineacidiie idnefehicita::

i
L

Octanol Scale

1
I

i
-

o

AG (water to octanol, kcal mol )

W.C Wimnley, T. F. Creamuar, & § H White
- Charged Biocheriatry 255108 (1898 )

Amino Acid Residue
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