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ΣΥΝΟΨΗ
● Εισαγωγή
● Πρόγνωση της δοµής πρωτεϊνών
● Πρόγνωση στοιχείων της πρωτεϊνικής δοµής
● Συζήτηση ..
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Πίσω στο “Κεντρικό Δόγµα”

Σχεδόν για όλες τις πρωτεΐνες

FunctionFunction

Τρισδιάστατη ΔοµήΤρισδιάστατη Δοµή
3D-structure3D-structure

ΑλληλουχίαΑλληλουχία
SequenceSequence

Καθορίζει

Καθορίζει •  Glucose Uptake PathwayGlucose Uptake Pathway
•  Glycogen Synthesis PathwayGlycogen Synthesis Pathway
•  Formation of triglyceridesFormation of triglycerides

..VEQCCTSICSLYQL..

Ο Γενετικός κώδικας είναι 
εκφυλισµένος ΚΑΙ σε αυτό
το επίπεδο
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Το πρόβληµα ...

…LHYFRAQTVGKIMVVGRRT…Ακολουθία

  ΕΧΟΥΜΕ ΠΟΛΛΕΣ ΑΠΟ
!!!ΔΑΥΤΕΣ
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…LHYFRAQTVGKIMVVGRRT…Ακολουθία

Λειτουργία

3D-δοµή
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…LHYFRAQTVGKIMVVGRRT…Ακολουθία

Λειτουργία

3D-δοµή

?

? ?
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…LHYFRAQTVGKIMVVGRRT…Ακολουθία

Λειτουργία

3D-δοµή

?

? ?
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…LHYFRAQTVGKIMVVGRRT…Ακολουθία

Λειτουργία

3D-δοµή

?

? ?
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Πρόγνωση της τρισδιάστατης 
πρωτεϊνικής δοµής

INPUT
>X-factor hypothetical protein
SHTDIKVPDFSDYRRPEVLD 
STKSSKESSEARKGFSY
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Πρόγνωση της δοµής πρωτεϊνών

● Συγκριτική Προτυποποίηση – Comparative 
(Homology) Modeling

● Threading (“Αρµάθιασµα”)
● Πρόγνωση από πρώτες αρχές - ab initio
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Πρόγνωση της δοµής πρωτεϊνών

● ΠΡΟΒΛΗΜΑ:
– Έχω την ακολουθία µιας νέας πρωτεΐνης

● Ερωτήµατα
– Γνωστό δίπλωµα ?

● ΝΑΙ: µπορώ να βρώ τις λεπτοµέρειες ?
● ΟΧΙ: ποιο είναι τότε ?

● Γιατί µε απασχολεί όµως ??
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Αναγκαιότητα
● Δυσκολία πειραµατικού προσδιορισµού

– Επίπονη – Χρονοβόρα – Ακριβή – Εγγυηµένη(?)
– Τεράστιο πλήθος πρωτεϊνών (π.χ. Genome 

Projects)
– Δύσκολη αυτοµατοποίηση

● Γνώση 3D-δοµής 
– Λειτουργία
– Ορθολογικός σχεδιασµός φαρµάκων
– Σχεδιασµός & Μηχανική Πρωτεϊνών
– Πρόβλεψη πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων
– ...



BIO 331 - Αρχές και Μέθοδοι Βιοπληροφορικής I

 

Αφηρηµένη γενική προσέγγιση
Αµινοξική Ακολουθία
... AKLYCMVHAAIL ...

Οµολογία
Δοµική Αναλογία

Εµπειρική
Γνώση Θεωρία Πειραµατικοί

Περιορισµοί
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 ... είναι εφικτό ??
● Τα καλά νέα: 

– “Η θερµοδυναµική υπόθεση” (C. Anfinsen)

● Τα άσχηµα νέα:
– Ο τρόπος δεν είναι πάντα προφανής
– Δεν υπάρχει αναλυτική σχέση ακολουθίας-δοµής
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Συγκριτική προτυποποίηση
(aka Comparative or Homology Modeling)

● Ξεκάθαρη σχέση µε προσδιορισµένη δοµή
– Οµοιότητα στο επίπεδο της αλληλουχίας

● Βασικές Αρχές
– Φυσικά η Θερµοδυναµική Υπόθεση
– (Πολύ) όµοιες ακολουθίες αναµένουµε να 
διπλώνουν µε τον ίδιο τρόπο

– Η δοµή περισσότερο συντηρηµένη από ακολουθία
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Συγκριτική προτυποποίηση
(aka Comparative or Homology Modeling)

1.Εντοπισµός κατάλληλης δοµής-µήτρας (template) 
και αρχική στοίχιση (seq) [αν δεν βρω?]

2.Βελτίωση της στοίχισης (seq)
3.Κατασκευή κύριας αλυσίδας
4.Προτυποποίηση θηλιών
5.Προτυποποίηση πλευρικών αλυσίδων
6.Βελτιστοποίηση µοντέλου
7.Επικύρωση µοντέλου

Σε κάθε βήµα υπάρχουν εναλλακτικοί τρόποι 
προσέγγισης
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1. Εντοπισµός κατάλληλης 
δοµής-µήτρας (template) - στοίχιση
● Βασιζόµαστε στις υπάρχουσες µεθοδολογίες 

(DP, BLASTP, FASTA – µη βιάζεστε, στα 
επόµενα ...)

● Αναζήτηση έναντι των ακολουθιών εγγραφών 
της PDB

● Δυνητικά σε 2 βήµατα
● Κρίσιµα σηµεία

– Επιλογή 1(??) δοµής-µήτρας [κριτήρια??]
– Στοίχιση στο επίπεδο ακολουθίας
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2. Βελτίωση της στοίχισης

● Δυναµικός προγραµµατισµός (δείτε επόµενα)
– Μαθηµατικά βέλτιστη στοίχιση
– Βιολογικά/Δοµικά??

● Πιθανή χρήση (επιπλέον) οµόλογων 
– profile alignment
– multiple sequence alignment

● Αξιοποίηση δοµικών περιορισµών
– Κανονικές δευτεροταγείς δοµές
– Θηλιές
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3. Κατασκευή κύριας αλυσίδας

● “Αντιγραφή” από τη δοµή-µήτρα
● Αποφυγή λαθών εγγραφών PDB

– Εντοπισµός 
● πχ PDBREPORT: http://swift.cmbi.ru.nl/gv/pdbreport/
● επιλογή µήτρας µε τα λιγότερα σφάλµατα

● Χρήση πολλαπλών µητρών
– Πλεονεκτικό: κάλυψη µεγαλύτερου τµήµατος της 
άγνωστης πρωτεΐνης

– Δεν είναι πάντα απλό ...
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(Εντοπισµός πιθανών σφαλµάτων)

● Μικρές αποστάσεις ατόµων

● Ασυνήθιστα µήκη/γωνίες δεσµών

● Ασυνήθιστα διαστροφοµερή

● Missing atoms
● ...
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4. Προτυποποίηση θηλιών
● Στοιχίσεις µε κενά

– Insertions => δεν υπάρχει δοµή για τη θηλιά
– Deletions => πρέπει να ενωθούν µη διαδοχικά 
κατάλοιπα

● Απαιτούνται στεροδιαταξικές αλλαγές στην 
κύρια αλυσίδα της µήτρας
– όχι σε κανονικές δευτεροταγείς δοµές
– δεν είναι εύκολο να προβλεφθούν
– υπάρχει εγγενές πρόβληµα ακόµη και χωρίς κενά

● επιφανειακές θηλιές => κρυσταλλογραφικές επαφές
● µέγεθος πλευρικών αλυσίδων
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4. Προτυποποίηση θηλιών (II)

● Δύο κύριες προσεγγίσεις
– Knowledge based

● Αναζήτηση στην PDB για θηλιές µε τα ίδια άκρα
● Αντιγραφή της στερεοδιάταξης

– Energy based
● Χρησιµοποίηση ab initio τεχνικών (δείτε παρακάτω ??)
● Ελαχιστοποίηση ενέργειας (Monte Carlo, Simulated 

annealing)
– Αποδοτικές µόνο για µικρές θηλιές (<10aa)
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5. Προτυποποίηση πλευρικών 
αλυσίδων

● Ύπαρξη διαστροφοµερών (rotamer)
– Διαφορετικές στερεοδιατάξεις σχετικά µε την κύρια 
αλυσίδα

– Συχνά οµόλογες δοµές έχουν παρόµοιες χ1
● Προτιµήσεις => rotamer libraries

– Επιρροή από γειτονικές πλευρικές αλυσίδες
– Επιρροή στην κύρια αλυσίδα
– Επιρροή από την κύρια αλυσίδα

● Απόδοση
– Καλή στον υδρόφοβο πυρήνα
– Μειωµένη σε επιφανειακά κατάλοιπα
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6. Βελτιστοποίηση µοντέλου

Πρόβλεψη 
διαστροφοµερών

Πρόβλεψη επιπτώσεων 
στην κύρια αλυσίδα

+ αλλαγές

Σύγκλιση?

ΤΕΛΟΣ

Ενεργειακή
ελαχιστοποίηση
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6. Βελτιστοποίηση µοντέλου (ΙΙ)

● Ελαχιστοποίηση ενέργειας
– Στο σύνολο της δοµής!!!
– Απαιτείται ακρίβεια στη συνάρτηση ενέργειας
– Αποφυγή “ΧΟΝΤΡΩΝ” λαθών
– Εισαγωγή µικρών (συχνά ανεπιθύµητων) λαθών

● Χρήση δοµικών περιορισµών
● Χρήση µε φειδώ ...
● Χρήση τεχνικών µοριακής δυναµικής
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7. Επικύρωση µοντέλου
● Εντοπισµός πιθανών λαθών

– Χρήση ενεργειακών υπολογισµών
– Έλεγχος “κανονικότητας”

● µήκη δεσµών
● (επίπεδες) γωνίες δεσµών
● δίεδρες γωνίες
● 3D κατανοµή πολικών/υδρόφοβων καταλοίπων
● γεωµετρία ατοµικών επαφών

● Το πλήθος (και η σοβαρότητα) τους εξαρτάται
● οµοιότητα σε επίπεδο ακολουθίας
● σφάλµατα στη δοµή-µήτρα
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Συγκριτική προτυποποίηση:
Επιδόσεις

● Πλεονεκτήµατα
– Ταχύτητα
– Ακρίβεια (RMSD 1-3Å)

● Μειονεκτήµατα
– Ακρίβεια εξαρτώµενη της περιοχής (πχ θηλιές)
– Εξαρτάται από την ποιότητα στοίχισης, µέγεθος 

PDB, αντιπροσωπευτικού δείγµατος δοµών
– Προβληµατική στο 'Twilight Zone', ORFans
– Δε δίνει πληροφορία για το µηχανισµό διπλώµατος
– Όχι και τόσο απλή διαδικασία τελικά :-(
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Εάν δε βρω κατάλληλη δοµή?

● ΑΤΥΧΗΣΕΣ!!!

● Ab initio και Fold recognition

● Εναλλακτικά ελάτε στο ΒΙΟ650 :-)
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Υπολογιστική Ανάλυση Αµινοξικών 
Ακολουθιών

● Μέθοδοι Βασισµένοι στην Ανίχνευση 
Οµοιότητας (σχετικές διαλέξεις ..)

● Εµπειρικές Μέθοδοι

● Τεχνικές Μηχανικής Μάθησης

● Αυτοµατοποιηµένα ή «µε το χέρι??»
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Αυτοµατοποιηµένα ??
Αυτοµατοποιηµένος Σχολιασµός βασισµένος σε οµοιότητες 

(σύστηµα GeneQuiz, Μάϊος 2000) για τα ORFs του 
γονιδιώµατος του Αρχαίου Methanococcus jannaschii.

http://jura.ebi.ac.uk:8765/ext-genequiz//genomes/mj0005/index.html

http://jura.ebi.ac.uk:8765/ext-genequiz//genomes/mj0005/index.html
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Αυτοµατοποιηµένα ?? (2)

Από Koonin EV and Galperin M, (2003) “Sequence – Evolution – Function:
Computational Approaches in Comparative Genomics”  
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Πρόγνωση στοιχείων της 
τρισδιάστατης δοµής

● Πρόγνωση δευτεροταγούς δοµής σφαιρικών 
υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών

● Πρόγνωση της τοπολογίας διαµεµβρανικών 
πρωτεϊνών
– α-ελικοειδείς διαµεµβρανικές πρωτεΐνες
– διαµεµβρανικά β-βαρέλια

● Πρόγνωση πεπτιδίων-οδηγών
● Πρόγνωση µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων
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Συζήτηση ...

Διδακτικό υλικό:

http://troodos.biol.ucy.ac.cy/BRL/courses/BIO331/index.html

http://troodos.biol.ucy.ac.cy/BRL/courses/BIO331/index.html

