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Uso delle coordinate in contesti differenti

| modelli molecolari ottenuti per via sperimentale sono utilizzati essenzialmente per stabilirelanebne
tra la funzione della macromolecola e la sua struttura.

Il termine funzione € quanto mai ampio, assume significati anche molto diversi (attivita catalitica, funzioni
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Inoltre, le coordinate ottenute sperimentalmente possono trovare molti usi:

A Per ilmodellingdi proteine omologhe

A Per studi di natura teorica a partire da un modello sperimentale (Dinamica Molecolare)
A Per studi di Docking

A Per studi di Virtual Screenin§ructure Based

In tutti questi casi, la disponibilita di coordinate sperimentali e indispensabile!
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Accesso al dati strutturali di macromolecole

Lf NRA&dz GF G2 RSt LINBOS&aaz RA RSGSNNAYITA2YyS &GN
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modello molecolare.

A partire dalle coordinate degli atomi e dai fattori di struttura e possibile ricostruire non solo il modello
molecolare, ma anche verificare quanto il modello molecolare costruito € coerente con i dati di diffrazione

sperimentalmente determinato.

Con il progredire e il consolidarsi della cristallografia di macromolecole come metodo di validita generale
per la determinazione strutturale, il numero di strutture proteiche disponibili aumento sensibilmente
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ProteinDataBank
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ProteinDataBank(PDB)

Fu presto evidente che era necessario un archivio delle strutture proteiche determinate, per questo
motivo nel 1971Inacquieil Protein (Structure) DataBanknoto comeP DBoriginariamente ospitato presso
| laboratori diBrookhaven

PROTEIN Mﬂ.

Celebrating 50 Years of the Protein Data Bank Archive

In 1971, the structural biology community established the single worldwide archive for macromolecular structure data—the Protein Data Bank (PDB). From its inception, the PDB has
embraced a culture of open access, leading to its widespread use by the research community. PDB data are used by hundreds of data resources and millions of users exploring
fundamental biology, energy, and biomedicine.

In 2021, RCSB PDB and the wwPDB celebrates the S50th Anniversary of the PDB with symposia, materials, and more.
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Cosa e ProteinDataBank

[ 2y 3JtA FYYAS QI dzyYSy | e
. ) . 158549 Biological

strutture molecolari determinate e con la - Ll | R aras o

_ _ e _ n < — = Macromolecular Structures
maggioredisponibilita di mezzi informatici, |l - | ) Enabling Breakthroughs in
PDB e diventato qualcosa di piu di un PROTEIN DATA BANK Reseachand Education
semplice archivio.

~ - WORLDWIDEU - ) ~E - e

Pt AAZ2NY 2 RQ23ITIAN At t LSSy SFDE g[‘_-_\_U}‘*{fj‘*ﬁj’}{'}}u’ n]ijﬂfg" AUAY

A Archivio delle strutturedi macromolecolebiologiche
determinatesperimentalmente (coordinate, dati
sperimentali)

A Organismo di validazione delle strutture http://www.rcsb.org/
determinate sperimentalmente

A Strumento di analisi delle strutturenacromolecolari

+Aai2 fQStS@lIG2 ydzYSNR RA # BDBEzdaiatzNin ptene NBtofe2di SO2 |
ricerca.
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PDB; Deposizione e Validazione
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PDBc; Deposizione dei dati
@nepep  WWPDB OneDep System

Existing deposition

Deposition 1D PROTEIN DATA BANK

| | © ol

Passwaord

| | i (“-"f‘- PDB50: Celebrating 50 Years of the PDB archive
Wisitwwpdb.org/pdbs0 for related symposia and resources

Log in

Forgot Password

Al termine del processo di ottimizzazione della struttura, a seguito della sua validazione il modello
generato viene depositato pressdiotein structure Data Bank (PDB), insieme ai fattori di struttura (dati
sperimentali) che sono alla base della sua genesi.

Affinché una struttura macromolecolarébiologica) sigoubblicata e discussa in una rivista scientifica, la
struttura deve essere stata depositata pressd”iDB.
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PDB; Quali dati vengono depositati

A seconda del metodo sperimentale utilizzato (raggNMR¢cryo-EM) vengono depositati dati diversi.

Per una struttura cristallograficgelenco non esaustivo):

A Coordinate e fattori termici diTUTTQgli atomi presenti nel modello cristallografico ottimizzato

A Fattori di struttura UTILIZZATder la costruzione e ottimizzazione del modello

A Condizioni di Cristallizzazione

A Dati Cristallografici (Gruppo spaziale, Cella Unitaria)

Al 2yRATAZ2YA {LISNAYSYGlFrfA RSEfQSALISNAYSY(i2 RA S5AFT
A Risultati e indicatori di qualita della riduzione dei dati (Risoluziofé RNA S S O2 Y LI SO ST 1T I X ¢
AaSiz2zR2 dzal 2 LISNItF NRnazfdd A2yS RSt &0 NYzd d dzNI
A Risultati della procedura definement(Rwork, RF NB S X 0

A Informazioni biochimiche sulla macromolecola (funzione della macromolecola)

A Organismadi origine

A Sistema di Espressione

A Sequenza della proteina (se proteina)

9aAaisS dzy LISNA 2 RehodimorrdntdaieMideposRigiumgpdidRé\leomrdinate, i fattori
di strutturae i datidepositati sonaccessibili a tutti

| modelli molecolari 9



PDB; Deposizione e Validazione

Nel corso della procedura di Deposizione deidati, t 5. SaS3dzS | dzi2Yl 0AOI YSY
iIndipendente del modello e dei fattori di strutturahe sintende depositare.

Validation ID
| | e Welcome to the wwPDB validation system!
Pazsword This server runs the performs the same validation as you would observe during the deposition process. This semvice is designed to help you check your model and experimental files prior to start of deposition.
| | [ ] To continue with an existing validation session, please login on the left.
To start a new validation, please complete the form below. Upon completion, you will be emailed login information specific to your new validation.
Log in )

Forgot Password )

Your e-mail address | | i ]
. Passwaord (optional, or we will provide one
Deposition server - ‘ p.. . P !
This is & shared "group password | | 0

(g to 18 alphanumeric characters)

Hzi GdzN = 2Q0Q3NR (dziGS Ij dzSt f

LligdHdiQ LINBASYy dA yStftl aidN
2fS AY2NHI YAOKS S 2NHI yYAOKS S

macromolecolar@® A 2 YA S Y2f SO2f

database deligandigia depositati.
Se si tratta di un nuoviigandovengono richiesti dati chimici e strutturali e il nudigandoé aggiunto al

database con un suaodice identificativo di 3 caratteri alfanumerici
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PDB; Ricerca di una struttura
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PDB; SearchBasiSearch

Il PDB offre la possibilita di cercare nel database delle strutture (conteremhteggi circa 170000

strutture depositate).

- . | . 173005 Biological
/ LF) |_\ - Macromolecular Structures ‘ hYdmlaSE{

[ | '_\__) Enabling Breakthroughs in

PROTEIN DATA BAMNEK Research and Education in Structure Keywords
HYDROLASE
SPDEB @ o oarcore Q7] ez Pronsiy D in UniProt Molecule Name
L e (RN .l ' Ll_,urm Pr:...wnmg =5
Hydrolase

Hydrolase TatD family protein
Hydrolase family protein
Hydrolase or peptidase

VOGAEATTFYR2 2 debasxzy SY U2 T"RA NAOSNDI

refase, alpha/beta domain protein

a A LJdz5 S Ts@aki i &I IS )/(H%Z HyardfM e 20N iy 2

a keyword O fra5| generlche rlferlte a”a Hydrolase, haloacid dehalogenase-like family
Rt Hydrolase, haloacid dehalogenase-like hydrolase
macr0m0|eCO|a dl |nteresse Hydrolase, haloacid delahogenase-like family

in Additional Structure Keywords

a/b hydrolase fold, epoxide hydrolase, hydrolase

. -

]

EARS OF

rotein Data Bank :

W

a5 €
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PDB; SearchAccesso per argomentsi

Browse by Annotation

PDEB entries have been annotated by various ontologies and hierarchical
classification schemes.

s Anatomical Therapeutic Chemical Classification System

Una possibilita alternativa per = Biological Process

cercare la/le struttura/e di interesse = CATH

< o o £ A A . . . s %o oA M oA = Cellula; Component P _ v A
O2yaraids ySttQr O0OSRENB olotenl GF 0 a8
sulla base dkeywords(argomenti) * Genome Location

= [Membrane Protein

= NMeSH (Medical Subject Headings)
= Molecular Function

s SCOP

= Protein Symmetry

= Source Organism

Start Browsing

| modelli molecolari
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PDB; SearchAdvancedsearch

- Advanced Search Query Builder @

La ricerca puo essere anche di una
certa complessita.

Il PDB e dotato di un motore di
ricerca piuttostosofisticato.

Si puo eseguire una ricerca
sofisticata sulla base di diversi
argomenti.

 Attribute @

Add Group

~ Sequence @
~ Sequence Motif @
« Structure Similarity @

~ Chemical @

About  About Us

Help

Full Text
1D(s) and Keywords
Deposition
Chemical Components
Deposited Entry Features
Polymer Molecular Features
Polymer instance (Chain) Fealures
MNonpolymer Molecular Features
Oligosaccharide/Branched Molecular Fealures
Assembly Fealures
Giologically Interesting Molecules (BIRD)
Methods
X-ray Method Details
X-ray Data Coilection Details
Cell Dimensions and Space Group
Crystal Properties
EM Method Details

wwPDE MNMR Method Details

RCSB PDB is funded by the Nati

and Infect

Linked External Resources
Publications Primary
Publications All

| modelli molecolari
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PDB; Search Advanced®earch

- Advanced Search Query Builder @

+ Attribute @

Drug Target Mame ¥ = ¥ contains phrase |~ Add < MNOT | Count »

Add Field | Add Subgroup | Remove Group

Add Group

« Sequence @
AND

PDEID Target | Protein |~ | @ E-Value Cutoff 0.1 © |dentity Cutoff 0 % (Integer only) @ Count | Clear

» Sequence Motif @

AND

Target Protein |~ @ Mode Simple |~ @ Count | Clear

4 Structure Similarity @

AND PDBID Count = Clear
~ Chemical @
AND
Query Type @ Formula |~ |:|I'u1atc:h8ubsetg Count | Clear
Display Results as @ | Structures w Count | Clear | k=8
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PDB; Risultati di una ricerca

Il risultato di una ricerca e
costituito da una lista di
strutture, piut 0 meno
attinenti agli argomenti
dei campi usati per la
ricerca.

Il risultato della ricerca
puo essere ulteriormente
ridotto, sulla base di
ulteriori limitazioni

(es: organismo che
produce la proteina).

- 173005 Biological
': "/; Macromolecular Structures
o Enabling Breakthroughs in

PROTEIN DATA BAN K Research and Education

AR =
W) Dememt (G rmsptieo

hydroxysteroid denhydrogenase

C'eo’éém&'ay YEARS OF
;@ Protein Data Bank

Advanced Search | Browse Annotations

Search History

4 QUERY: Full Text = "hydraxysteroid dehydrogenase”

~ Advanced Search Query Builder @

Refinements @ cizarai n

SCIENTIFIC NAME OF Clear
SOURCE ORGANISM

[] Homa sapiens (50623)

[ Mus musculus (7214)

[] Escherichia coli (6191)

[] synthetic construct (4733)

[] Escherichia coli K-12 (3615)

[] Rattus norvegicus (3249)

[] Bos taurus (3085)

[] saccharomyces cerevisiae (2822)

[] Saccharomyces cerevisiae 5288C
(1963)

[ Gallus gallus (1889)
Mare...

& 3D View

TAXONOMY Clear

Browse Annotations MyPDB

Summary Gallery Compact - Tabular Report— | | Score w

Displaying 1to 25 of 169352 Structures

Help

Open In Query Builder | JSONC | MyPDB Login

Download Selected Files | Select All

Page 1 of 6775 MNext — Display| 25 |~ |per page

Download File | View File

3GMD

Structure-based design of 7-Azaindole-pyrrolidines as inhibitors of 11beta-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase type |

Valeur, E., Lepifre, F., Roche, D., Christmann-Franck, S., Hillertz, P., Musil, D

(2012) Bioorg Med Chem Lett 22: 5909-5914

Released 2010-11-17
Method X-RAY DIFFRACTION 2.28 A
Organisms Mus musculus

Macromolecule Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1 (protein)
Unique Ligands  2M3, NDPE 504

| modelli molecolari
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PDB; Coordinate e fattori di struttura

| modelli molecolari
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Biological Assembly 1 @

& 3D View: Structure | Electron Density |
Ligand Interaction

Standalone Viewers
Protein Workshop | Ligand Explorer

PDB; Accesso ai dati

31S3

Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (
Cochliobolus lunatus

DOl 10.2210/pdb3153/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE
Organismi(s): Cochliobolus lunatus
Expression System: Escherichia coli

Deposited: 2009-08-25 Released: 2010-08-16
Deposition Author(s): Cassetta, A. Lamba, D., Kr

Experimental Data Snapshot DB Validation

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 1.48 A

R-Value Free: 0.188
R-Value Work: 0175

Metric

RSAZ outliers I

Worse

.P!n:i

Coordinate e fattori di struttura -

i Display Files » [CIOIGENRIEERS

FASTA Sequence

FDB Format

PDB Format (gz)

PDBxmmCIF Format

PDBYmMCIF Format (gz)

PDBML/XML Format (gz)

Biological Assembly 1
Biological Assembly 2

Structure Factors (CIF)

Structure Factors (CIF - gz)

2fo-fc Map (DSNB)
fo-fc Map (DSNG)

Map Coefficients (MTZ format)

| modelli molecolari
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|l file PDB

Il file PDB (come comunemente chiamato) e un REMARE
file di testo checontiene coordinate, fattori ek
termici e alcune informazioni di carattere REMARK
generale sulla natura della struttura B~
cristallografica a cui si riferisce e,

Alcune informazioni sono comunque reperibili mEEHﬁRK
forma piu semplice e immediata direttamente  zeuzzx

(WL WL LI WU WL WY ¥y R VI % T o I S I L L I S R U K PR (K i o

dal sito web del PDB. REMARK
REEMAERE
. . . cpe REMARE
Contiene inoltre dati specifici su: REMARK
A Acquisiziones qualita dei dati Rmerge) REMARK
A Procedura di affinamento ek
Avdzr t AGLt RSt QRVFKeRl Y Sinbetl &
free) cmnx 5
3

A Qualita del modellodutliers da validazione)  REMERX

RESOLUTICH. 1.48 ANGSTEROMS.
REFINEMENT .
FROGRLM : REFMAC 5.5.0054
AUTHORS : MURSHUDCW , VAGTIN, DODSON

REFINEMENT TARGET : MaXTMUM LIEKELTHCOD

DATA TSED TH REFINEMENT.

RESOLUTION RANGE HIGH (ANGSTROMS) :
RESOLUTION RANGE LOW (ANGSTROMS) :
DATA CUTOFF (SIGMRE (F)) :
COMPLETENESS FOR RANGE (%) =

NUMEBER OF REFLECTTICHNS

FIT TC DATZ USED TN REFINEMENT.

CROS5-VALIDATICH METHOD

FREE R VALUE TEST SET SELECTICHN

R VALUE (WOREING + TEST S5ET)
VALOE (WORKEING SET)

ﬂE}-ﬂ vitdd 2 N

FREE R VALUE TEST SET SIZE (E) =
: 5215

FEEE R VALUE TEST S5ET COUNT

: THRCUGHOUT
: RRNDOM

: D.178

: D.175

: D.188

10.100
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Il file PDB contiene le informazionic

' i L&7.
crlstallograflchi:/fam
A Cella unitari ORIGX2

A Gruppo Spazial
A Origine

Inoltre contiene le coordinate dei
diversi atomi (atomo e residuo)

E il relativcfattore termico

|l file PDB

Cella unitaria

Gruppo spaziale

E'EI.IEI'Dl

|sotropo(sfera]

Anisotropo[ellissoide]

| fattori termici sono raramente utilizzati, anche se di estrema importanza per comprendere la mobilita dei

vari aminoacidi.

Le coordinate sono la parte piu usata del file PDB.

914 67.914 268.347 90.00 90.00 I41 2 2 18
1.000000 0©.000000 0.000000
0.000000 1 TO00000 0.00000
o 0000 0.000000 1.000000 0.00000
SCALE1 0.014725 0.000000 0.000000 0.00000
SCALE2 0.000000 0.014725 0.000000 0.00000
SCRLE3 0.000000 0©.000000 0.003727 0.00000
ATCM 1 N RATYR B 11 -33.371 19.479 2.962 0.50 34.97
ANISOU 1 N ATYR B 11 3446 5787 4085 2107  -T&6  -466
— |BATOM 2 N BIYR & 11 -28.685 23.311 -4.764| 0.50 40.27
ANISOU 2 N BIYR B 11 4968 6177 4156 2620 -869 213
ATCM 3 CR ATYR B 11 -31.953 19.022 3.088 0.50 33.28
RNISOU 3 CR ARTYR B2 11 3343 5436 3858 1960 -T719  -430
ATCM 4 CR BTYR 2 11 -27,982 22,186 —4052 0.50 [38.00
ANISCH 4—CH BTYR & 11 [463% 5854 3947 2411 -828 138
_—_—________jgEEL_____5_—E—fﬁrrw1f’7ﬁr—_' —31.01Z 19.779 Z.I148 0U.50 33.38
ANISOU 5 C ATYR B 11 3518 5357 3808 2022 -T730 -334

| modelli molecolari
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Accedere ali file nel PDB

- l!

File Edit Calculate Draw Measures Validate About Ligand

File Edit Calculate Draw Measures Validate About Ligand

R/RC | B i ResetView [ DisplayManager =& §., | &9 Sphere Refine

™ i ResetView = DisplayManager =& 8. | & SphereRefine

PDB Accession Code ~ @

PDB Accession Code:

Getit

|23

Un modo semplice per accedere ai dati cristallografici
depositati sul server del PDB e quello di utilizzare dei
software dedicati in grado dicaricare, leggere
rappresentare i modelli graficamente

A Coot(piu orientato alefinemen

A Pymol(piu orientato alla rappresentazione grafica)
A ChimeraX(Piu grafico ma anche utile nelfinement)

=
=
=
M

=
o
=

2800

S f2 v

& @G 5 DD

LIS - I

A Rasmol(molto semplice ma funziona sempre!)




Accedere alle mappe di densita

PDB Validation Report for 3153 Coot 0.9.3 EL (ccp4)
Ele Edit Calculate Draw Measures Validate About Ligand
Metric Percentile Ranks Value _ RIRC
M T ResetView = DisplayManager =& 8. | &9 Sphere Refine
Rfrce | i | 021 = = 5 Map
. \ F il 4 - v
Clashscore e ) 224 ©
——— Ramachandran Outliers gl [ | I 0.39 O
.4 - T
Sidechain Outliers 0.00
Eile Edit Calculate Draw Measures Vi b2
- RSRZ Qutliers I 5.00 o
B9 i@ ResetView = Display Manager =& Warse Better o
e (3
PDB Accession Code » A~ @ I Percentile relative to all x-ray structures 3
|:| Percentile relative to x-ray structures of similar resolution
PDB Accession Code: A
EDS Resolution: 1.48 =
|3is3 Getit ‘
Residue A 11 TYR: ﬂ o)
Bad RSRZ 5.582
- &
Residue A 11 TYR: e
Clash atom O score: 0.53 v
Clash atom O score: 0.42 &y
Clash atom C score: 1.04 i
Clash atom C score: 0.53 i &,
Bad RSRZ 5582 k
b ™
Residue A 12 ILE: 1 +,
el T N Ad| & s
i +
Close ‘ X
+
. . . < -
Tramite gli stessi software e anche possibile accedere X

alle mappe di densita e ai dati di Validazione
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PDB; Informazioni Presenti

| modelli molecolari
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La singola struttura nel PDB

| "DEERFIEER @ Download Files -

Biological Assembly 1 @ ) 3 I 83

Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus
Cochliobolus lunatus

DOI: 10.2210/pdb3I1S3/pdb

Classification: OXIDOREDUCTASE
Organism(s): Cochliobolus lunatus
Expression System: Escherichia coli

Deposited: 2009-08-25 Released: 2010-08-18
Deposition Author(s): Cassetta, A., Lamba, D., Krastanova, L.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation & 30 Report | Full Repart
Method: ¥-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.48 A Rfree I ] P (.211
R-Value Free: 0.188 Clashscore I 2
0 3D View: Structure | Electron Density | R-Value Work: 0.175 Ramachandran outliers I D 0.4%
Ligand Interaction Sidechain outliers I ]
RSRZ outliers I D 5.0%
Standalone Viewers E ot et o 1 vy s e
Protein Workshop | Ligand Explorer [ Perxenile relative to X-ray struchures of il resalusion

Nel PDB, ogni singola struttugadentificata da un codice alfanumerico {&, 39) a 4 cifre

La singola struttura, in questo caso con codice 3IS3, si presenta come un sommario del contenuto
O2YLX SU2 RSt fshutttdbn@sas&(Nd®e fuhdomelddlla proteina, organismo di
appartenenza, proprieta cristallografiche, qualita della struttura).
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PDBg Informazioni: Riferimenti Bibliografici

Tra le informazioni accessibili nella
scheda di una struttura presente nel
PDB, vi sono anche i riferimenti
bibliografici dello studio in cui la
struttura (in questo caso 3QWF) é
stata presentata e discussa.

Literature Download Primary Citation

Structural Studies on a Fungal 17Beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase

Cassetta, A., Krastanova, |., Kristan, K., Brunskole Svegelj, M., Lamba, D., Lanisnik Rizner, T., Stojan,
S

(2012} Biochem J 441: 151-160

PubMed- 21929506
DOI: 10 1042/BJ20110567

Primary Citation of Related Structures:
JQWF, 3aWI

PubMed Abstract:

The 17p-HSD (17B-hydroxysteroid dehydrogenase) from the filamentous fungus Cochliobolus lunatus (176-
HSDcl) is a MADP(H}-dependent enzyme that preferentially catalyses the interconversion of inactive 17-oxo-
steroids and their active 17-hydroxy counterparts. 17p-HSDcl belongs to the SDR (short-chain
dehydrogenase/reductase) superfamily. It is currently the only fungal 175-HSD member that has been
described and represents one of the model enzymes of the cP1 classical subfamily of NADPH-dependent SOR
enzymes. A thorough crystallographic analysis has been performed to better understand the structural aspects
of this subfamily and provide insights into the evolution of the HSD enzymes. The crystal structures of the 17[-
HSDcl apo, holo and coumestrol-inhibited ternary complex, and the active-site Y167F mutant reveal subtle
conformational differences in the substrate-binding loop that probably modulate the catalytic activity of 17p-
HSDcl. Coumestrol, a plant-derived non-steroidal compound with oestrogenic actiity, inhibits 173-HSDcl [IC50
2.8 pM: at 100 pM substrate (4-oestrene-3,17-dione)] by occupying the putative steroid-binding site. In addition
to an extensive hydrogen-bonding network, coumestrol binding is stabilized further by -1 stacking interactions
with Tyr212. A stopped-flow kinetic experiment clearly showed the coenzyme dissociation as the slowest step
of the reaction and, in addition to the low steroid solubility, it prevents the accumulation of enzyme-coenzyme-
steroid ternary complexes.

Organizational Affiliation:

Istituto di Cristallografia - UOS Trieste, Consiglio Mazionale delle Ricerche, Area Science Park-Basovizza, S.5.
14 km 163.5, |-34149 Trieste, Italy. alberto.cassetta@ic.cnr.it

@ Hide Full &bstract

| modelli molecolari
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PDB- informazioni: Sommario

Find similar proteins by: | Sequence - | (by identity cutoff) | Structure

Entity 1D: 1

Molecule Chains Sequence Length Crganism
17beta-hydroxysteroid A 270 Curvularia lunata
dehydrogenase

Find proteins for 093874 (Cochliobolus lunatus) Explore i)

Protein Feature View

Reference
Sequence 3153 1

Details Image

Mutation(s): 0 @
Gene Names: 17HSDcl

8 E
EC: 1.1.1.62 xg '),.
[, {Sﬂl

L3

Go to UniProtkB:

Expand

PDB ENTTY SEQ 3153_1
UNIPROT ALIGN 093874
UNKMODELED 3153.A

Sono Presenti informazioni generali sulla proteinadiNaminoacidi, organismo di provenienza, proprieta

biochimiche, link ad ulteriori databas®riProtKEE X 0

| modelli molecolari
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PDBg Informazioniligandi

Small Molecules

Sono presenti informazioni Hoands EIEED | | |
. . . . 1D Chains Name / Formula ! InChl Key 2D Diagram 3D Interactions
sulla tlpOlOgIa dEilgandl PEG A DI(HYDROXYETHYL)ETHER P—
uery on PEG CyHip 02 e
eventualmente prese niella — | - MTHSVFCYNBDYFN-UHFFFAOYSAN . /7
Struttura. Download Instance Coordinates -
GOL A GLYCEROL W Ligand Interaction
, o o o A~ 7 Query on GOL CiH: 05 J—
w 9 Q O 2 W@MR S NJ. u %uwnluad ldeal Coordinates CCD File @ PEpCaRRHE AT AOYSAT " —.H
quaISiaSi mOIeCO|a Organica O Download Instance Coordinates « - -
inorganica che non sia parte  ..,..c A CHLORIDE 1ON © Lgend teracton
de”a prOteinaj Download ldeal Coordinates CCD File @ VBV IO SA T C | B

R Sdigormcleotidm Che non Download Instance Coordinates -
Sia acqua]
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PDB- informazioni: Sommario dei dati cristallografici

Experimental Data & Validation

9Q LINBaSyasS dzy

A Dati Cristallografici

A Indicatori di qualita
(R/Rfree)

A Esito della Validazione

A Software utilizzato

Experimental Data

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 1.48 A

R-Value Free: 0.188

R-Value Work: 0.175

R-Val Ob?wéf'ﬂ\{!; I

Space roup: | 4;2 2

Unit Cell:
Length (A )

a=67.914
b=67.914
c = 268.347

Software Package:

Software Name
MAR345
PHASER
REFMALC
DENZO
SCALEPACK

View more in-depth experimental data

NA 2

RSAY

Angle (")
a =190
p=290
y =90

Purpose

data collection
phasing
refinement
data reduction

data scaling

Structure Validation
View Full Validation Report

Metric
Rfrec I
Clashscore IS
Ramachandran outliers ﬂ
Sidechain outliers NN
RSRZ outliers NN

Wirse

Percentile Ranks Value
0 T (.211
2
W 0.4%
1]
T .0
Berter

lhl:mtllemla!l\m to all Xeray structures

0 Percentile relative te X-ray structures of similar resolution

| modelli molecolari
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PDB- Informazioni: Condizioni sperimentali

3 I S 3 | PELENGELR @ Download Files +

Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus Cochliobolus lunatus

X-RAY DIFFRACTION Per ogni singola struttura sono riportate:

Crystallization A Condizioni di cristallizzazione
e b A Strumentazione utilizzatdbéamline)

" VAPORDFFUSON, HANGING. |8 |27 |20% QWIV) PG 5000 20% (V) Glycar, 01N i, 8.0, VAPOR DFFUSION, HANGING ORP LISNJ £ QF OljdzA aAT A2y S RS

A Temperatura
WMatthews coefficient Solvent content A [ dzy' 3 K S I I I R Q 2 y' R |

267 53.99 A
Diffraction
Diffraction Experiment
ID  Crystal  Scattering Data Collection Collection
# ID Type Temperature Detector Detector Type Details Date Monochromator Protocol
1 1 x-ray 100 IMAGE MAR scanner 345 Platinum Coated three 2005-07-20 M SINGLE
PLATE mm plate segment toroidal mirrar WAVELENGTH

Radiation Source
1D # Source Type \Wavelength List Synchrotron Site Beamline

1 SYMNCHROTRON ELETTRA BEAMLINE 5.2R 1.2 ELETTRA 5.2R
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PDRB Informazioni: Acquisizione dei dati

Data Collection

Overall
Net | B
Over (Isotropic)
Percent Average Number Number Observed Observed From
ID Resolution Resolution Possible R Mergel R Syml Sigma Reflections Reflections Criterion  Criterion  Wilson
#  (High) (Low) (Observed) (Observed) (Observed) () Redundancy (All) (Observed) Sigma (F) Sigma(l) Plot
1 148 288 99.6 0.068 0.068 19.2 135 52140 52140 -3 208
Highest Resolution Shell
ID  Resolution Resolution Percent Percent Possible R Merge | R-Sym | Mean | Over Number Unique
# (High) (Low) Possible (All})  (Observed) (Observed) (Observed) Sigma (Observed) Redundancy Reflections (All)
1.48 1.51 984 0.434 0434 41 6.4 1534

{2y2 NRALRNIIFIGS S AYyTF2NNIT A2yA &dz £ QF OljdzA AAT A2y S
struttura, Ridondanza, Completezzal/sigma(l)> R-merge
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PDBc informazioni: Risoluzione e ottimizzazione

Refinement
Statistics
Structure Cross Number Number Number Percent R-Free Mean
Diffraction Solution Validation Starting Resolution Resolution Reflections Reflections Reflections Reflections R-Factor R-Factor Selection Isotropic
1D Method method model (High) (Low) (Al (Observed) (R-Free) (Observed) (All) (Observed) R-Work R-Free Details B
K-RAY MOLECULAR THROUGHOUT 1G00 1.48 23.86 51646 51846 5215 95.36 017633 017633 0.17495 0.16828 RAMDOM 24853

DIFFRACTION REPLACEMEMNT

Anisotropic B[3][3]

0.m

Sono indicate una serie di informazioni sulla risoluzione del problema dellsStaset(ireSolution e
ottimizzazione Refinemeny:

A Metodo usato per la risoluzione strutturale (e dettagli)

A Risoluzione e numero di fattori di struttura utilizzati nel corsordéhement

A Rwork

A Rfree

A B (isotropo)nedio
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PDBc informazioni: qualita del modello

Sono presenti informazioni
anche sulla qualita del
modello, essenzialmente
come deviazioni quadratiche
medie ¢(msd) di parametri
geometrici comunemente
utilizzati comeestraintsnel
O2 NA 2
modello.

Una descrizione piu estesa
RSt f QAY (SN
validazione e disponibile nel
Yalidation ReporiQ

LINE O&d ke

RMS Deviations

RSEtfQ20G0A Y)_\angle_kﬁngd_jeg)\

Key Refinement Restraint
Deviation
r_dihedral_angle 2 deg 36.394
r_dihedral_angle 3 deg 11.113
r_dihedral_angle 4 deg 9426
r_dihedral_angle 1 deg 6.041
r_scangle it 3.529
r_schond, it 2227 - A
2YS RSt
r_mcangle it 1.304
r_mchond it 0.773
r_chiral_restr 5 0.104
RA

Non-Hydrogen Atoms Used in Refinement

Hon-Hydrogen Atoms
Protein Atoms

Mucleic Acid Atoms
Solvent Atoms

Heterogen Atoms

NMumber

1964

296
15

| modelli molecolari
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PDB; Report di Validazione

| modelli molecolari
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PDB Validazione

R LD WIDE

SPDB

PROTEIN DATA BANK

Full wwPDB X-ray Structure Validation Report (i)

Per ogni struttura proteica depositata presso il PDB esiste un report di validazione che ne illustra
eventualicriticita.
Prima di essere accettatma struttura deve rispondere a dei parametri minimi di qualita

Per ogni struttura € immediatamente visualizzato un indicatore compatto di qualita:

Metric Percentile Ranks Value
Rfree IS | P 0.211
Clashscore IR 2
Ramachandran outliers I M 0.4%
Sidechain outliers NN 0
RSRZ outliers NN . S 0%

Worse Better
B Percentile relative to all X-ray structures
[ pescentile relative to X-ray structures of similar resalution

Validazione del modello molecolare
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Nel report € anche indicata la qualita della struttura, residuo per residuo

PDB Validazione

Sono indicati qualsonoi\

(verde=OK poi giallo

L N ] aoe = @ aee B
o - L} £ =

Validazione del modello molecolare

Mol  Chain | Length Quality of chain
1 A 270 94%
NB 4 A RdzA inditcaiN@rouin Solide é dofork ddproblematicita crescente
N} YOA2Z NR&aaz2uvd 'y WLIEEAY2Q NR&aa?z
50
Chain A:

35
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Nel report sono chiaramente
indicati quali sono i parametri
geometrici meritevoli di
attenzionespeciale gutliers), in
guanto potenzialmente
problematici dal punto di vista
geometrico Z > 5.

Inoltre sono individuati | contatti
corti (collisioni) presenti nel
modello.

PDB Validazione

All (2) bond angle outliers are listed below:

Mol | Chain | Res | Type Atoms Z | Observed(®) | Ideal(?)
1 A 177 | PHE | CB-CG-CD2|| -5.54 116.92 120.80
1 A 129 | ARG | NE-CZ-NH2|| -5.42 117.59 120.30

All (9) close contacts within the same asymmetric unit are listed below, sorted by their cl:

magnitude.
Interatomic Clash
Atom-1 Atom-2 distance (A) overlap (A)

1:A:11|B]:TYR:C | 1:A:12|B|:ILE:HD13 1.77 1.04
1:A:12|B|:ILE:HD13 1:A:12|B|:ILE:N 1.85 0.90
1:A:12|B|:ILE:N 1:A:12|B|:ILE:CD1 2.57 0.66
LA:11B[TYR:C | 1:A:12|B|:ILE:CD1 2.65 0.53
L:A:11|Bl:TYR:O | 1:A:12|B|:ILE:HD13 2.09 0.53
1:A:199:GLY:HA2 3:A:273:PEG:H11 1.91 0.51
3:A:273:PEG:H42 5:A:539:HOH:0O 2.18 0.43
LA:11B|:TYR:O | 1:A:12|B|:ILE:CD1 2.67 0.42
1:A:206:HIS:HE1 1:A:225:GLN:OE1 2.02 0.41

Validazione del modello molecolare

36




PDB Validazione

Sono infine riportati qualiesidui hanno una bassa
correlazione con la densita elettronica osservata

Una bassa correlazione tra modello e densita
osservata, € in genere e indice di densita elettronica
WR S onafpidéssereanche uncomportamento
WRA Y I YA O2 @dickiSflessibliaplutfostis
che ad un vero errore nel modello.

Sono inoltre riportati quetesidui con valori dei

fattori termici eccessivamente grandi

Anche in questo si puo avere un errore nel modello
2 dzy O2YLERNIIFYSYydG2 WRAYI
coinvolti.

All (13) RSRZ outliers are listed below:

Mol | Chain | Res | Type | RSRZ

1 A 11|A] | TYR 5.6

1 A 12|A] | ILE 4.1

1 A 203 | ASP 3.6

1 A |[13[A]| PRO | 35

1 A 219 | TYR 3.4

1 A 218 | SER 3.0

1 A 204 | MET 3.0

1 A 217 | THR 2.8

1 A 2006 HIS 2.3

1 A 28 | ARG 2.3

1 A 215 ASN 2.3
YIAO28 RZF§ WLU G 23 A

1 A 135 | ALA 2.0

Validazione del modello molecolare
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Rappresentazioni grafiche di una macromolecola
biologica

| modelli molecolari
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Il PDB integra alcuni strumenti di analisi pats From External R

della struttura:

A Geometria (distanze, angoli)

A Strutturaquaternaria (se presente)
A Allineamento con altre strutture

IngeneredlJISNJ £ QF y I £ A &A
ricorre ad altri softwareapaci danalisi
piu complesse (eRymol ChimeraX
server specifici)

PDB- Analisi

Download ~

Learn ~ More ~

RCSB PDB  Deposit v Search ~ Visualize ~ JEUENRS
Pairwise Structure Alignment
= [ » 173005 Biological
o ‘ ) |—\ Lot ” Macromolecular St Potein Symmetry

L= ) Enabling Breakthrou

PROTEIN DATA BANK Researchand Educ:

Structure Quality

rowse Annotations

Map Genomic Position to Protein

R $PDE 800 [ Do

PDB Statistics

Resource Ik

BIGG
Binding MOAD
BindingDB
BMRE

Gatalyji Site Atlas

RSt I

DrugBank

a 0 NHzi

EMDB

ExPASY
Gencode
Gene Ontology

Genotype-Tissue Expression - GTEx (MIH Common Fund Data
Resource)

HMMER3

Human Gene Nomenclature Committee

EPPIC Biological Assemblies

Integrated Resources
Third Party Tools

Celebnalty YEARS OF
Lﬁ@ Protein Data Bank OYyDoo

Home URL
http://bigg.ucsd.edu
http://bindingmoad_org
http:/fwww.bindingdb.org

http:ifww. bmrb.wisc_edu

hifp:ifw ebi.ac.uk/ithornton-srv/databases/CSA
a'n ~

a A

U, dzNJ

http-/fwww.drugbank.ca
http://femdb-empiar.org/
http:/fexpasy. org
httpifwww.gencodegenes.org
http:/fww.geneontology.org

https://gtexportal.org

http://hmmer.janelia.org

http:ifwww.genenames.org

rated Into RCSB PDB

Search:

Type of Data

Reconstruction of metabolic pathways
Binding affinities

Binding affinities

BMRB-to-PDB mappings

Active sites and catalytic residues in enzymes
Protein structure classification

Drug and drug target data

3DEM density maps and associated metadata
Enzyme classification

Gene structure data

Biological ontologies

Tissue-specific gene expression data

Sequence similarity searches

Human gene name nomenclature and genomic
information

| modelli molecolari
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PDB; Visualizzazione

Sequence of 3153 | Crystal ... = 1: 17beta-hy.. *  Afoccupanc.. ¥ ASM_1 = @ Q Structure ~

11 a1 a1 71 81 g1 101 111 A

{EHVENASET ¥1PERLDGKY ALVIGSERGT GAN cy IKALGSDAIATKADIRQVEEIVKLFDQR VAHFEHLDTAVSNSGVVSEG 3153 | Crystal structure of 17beta-. [
a1 131 141 151 1 151 201 211 221

LKDVIEEEF DRVFSLNTRGFFVAREAYR 55 VEKE 3SKEAVDSFVRI FSKDCGDRKI TVNAVAPGETVIDMFHEVSH HY TENGTSYTAEQ

231 241 as1 €
ROQOMAAHASPLHRNGWE QLVANVVGEL VSKEGERVNGEVLILD Type  Assembly

) . O | HOH 342 | F [auth Al ® ®
|l sito web del PDB integra un = o
utile strumento di + Ada
visualizzazione della struttura. ® =
"3
Il software di visualizzazione ool (eagie
integrato possiede una certa © Companmus
flessibilita anche se sono L_ﬂ —
preferiti software esterni W mese o o
(Pymo| ChimeraX e - =
— [Focus] Target  Ball&stick @ [
. [Focus] Surroundings (54) @ O
Unit Cell 14122 &
3153 | Model 1 | Instance ASM_1 | F [auth A] | HOH 3::;:; # Density 3153

Interaction Feature: Types Hydrogen Donor, Hydrogen Acceptor, Dative Bond Partner, lonic Type Partner

Valence Model: Charge O | Ideal Geometry Tetrahedral | Implicit H 2 | Total H 2 View  Off
f N v

Select a different viewer | Wol* (Javascript) |w
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PDB- Visualizzazione

31S3 31S3 31S3

Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus Cochliobolus lunatus  CTYStal siructure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus Cochlicbolus lunatus Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus Cochliobolus lunatus

@  Seauenceof 33|Crystal. ®  Tilbete-hy. ©  Aloccupanc. ©  ASMI ¢ ® Sequenceof  3(S3|Crystal.. #  T:17beta-hy.. * Afoccupanc.. * ASM1 % ®

Sequenceof  3IS3|Crystal.. ¢ 1l:17beta-hy. * Aloccupanc.. $ ASM1 #

11 21 a1 5 51 & 7 51 1 101 11 A u 21 s 2 LS 1 10 111
a1 s1 & 101 11 A T TR T e L UG R AT o e T e Fermrms M TPGRLDGKV ALVIG! JAVHLG! KVVVNYANSTKDAEKVV SEIKALG KADIRQVPEIVKLFDQA VAHFGHLDIAVSNSGVVSFGH
VHLGR LGAKVVVNYANSTKDAEKVY SEIHAL 7SNSGVVSFGH ig‘[]IPaRL)aK':QAJLwTasaRailﬁaAmmT ):!1 KV MWVN1 TKDAEKY ;-“wwzu “Ti KA wa\is};ﬁlwnmg,?rf;ﬂk‘aﬁulfiw;sus”mF:ﬂ 1‘1’ RLI !Z:;Ln S L E} SAK -HY;eN;  TKDAE! :“E 1 IKA_IRQLlEIVQ Q/;c:h. L Iz;; wstu
Vo s Ay 23 ISHA 2 LK DRVFSLNIRGQFFVAREAYR HLIEGGRIVLISSNTSKDFS VEKHSLYSGS KGAVDSFVRI FSKDCGDKKI TVNAVARGET VIDMFHEVSH HYTPNGTSYTAEQ LKDVIEEEF DRVFSLNIRGQFFVAREAYR GRIVLTSSNTSKDFS VPKHSLYSGSKGA DCGDKKIT TDMFHEVSHHYIPNGTSYTAEQ
ERVLSEVEL ESKDCCURETT BAEL L A 231 2a1 251 261 231 241 251 261
o || ROQMPAHESPLARNGHEQLVANVVEFL VSKEGENVNGKVLILDGEAR v ROQMARHASPLARNGWP QDVANVVGEL VSKEGEWVNGKVLTLDGGAR v
o “ o
® @ ®
] == E
& & Settin

Le strutture biologiche macromolecolari posso essere rappresentate in vari modi capaci di comuificarazione
di natura diversa.
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Wireframe

9 (harappresentazionenolto diffusa.

Dal punto di vista computazionale@ocointensiva
e quindimolto sempliceanche se nel complesso un
L12Q O2y F¥dzal o

La colorazione dipende dal tipo di proprieta che si
intende rappresentare:

A Specie atomica

A Fattore termico (mobilitad)

A Accessibilita al solvente

A Conservazione tra strutture omologhe

A X

[ Q dza2 RSt O2f 2NB § dzy
un residuo (o atomo) una proprietapecifica

| modelli molecolari
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wk LILINBASYaFT A2 ySkiclQw. |

.. #? @
Sono rappresentazioni

. €0 8
eccessivamente 7.

O2YLX S&aasS LISN “;

molecola. - iﬁs Y-
Funzionano bene Y Ol
quando swvuole
rappresentareparti
limitate della
struttura.

| colori sono L E P I

tipicamente associati
alla specieatomica.

Sono spesso usati per

rappresentareligand.. s

BAL

oA - )y
' a 2" 2l
P
’ ~ n‘v‘l
AL %t
» = » V' e L
N, = y
G ¢ v oL l .
¥ /R
O @ Q¥ O .
> 3 ¥
et e catil” 0 ©
= . S
") -
,1
-

L AND STICK
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Rappresentazione della struttutaV/ | NIi 2 2 v

9 A classica rappresentazione ddlding della
macromolecola.

mette in evidenza gli elementi di struttura
secondaria:

A Eliche (cilindri o spirale)

A Fogliettiy (paralleli o antparalleli)

A loops

parallel antiparallel
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Rappresentazione della strutturaltro

RNA/DNA Proteina/DNA Oligosaccaridi

| modelli molecolari
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Rappresentazione della strutturaraccia C (Backbong

Una forma piu semplice ma meno informativa e quella di rappresentare.

solamente i C dei vari residui connessi tiaro da un segmento. VAR ¢
‘ “ \! //1
! 7, > 1 \

9Q dzy ALJR 2B\
ra_ppresentazm_me ‘T ,7\ —>_X ]
utile quando si D\
sovrappongono WA /f’( 7\
modelli diversi per A ID V! J

compararne le
differenze.




Sovrapposizione di Strutture

La sovrapposizione tra due strutture (simili), viene effettuata
cercando di minimizzare la distanza tra @quivalenti.

Ly LINR G202ttt 2 oFdzi2Yl GAO20 LIS

1. | Ca equivalenti sono stabiliti a seguito di un allineamento di  “==»
sequenza. C

2.[ S RdzS alGNHziGdz2NBE a2y2 ljdzA Yy RA
allineate in modo simile.

. e : . : Confronto tra
3. Viene quindi minimizzata la quantitdd? doved é la distanza tra forma Apo e

Ca equivalenti (la sommatoria e estesa a tutia equivalenti) VY S forma Hola
4. Lt NRadzZ GFdG2 RSEEQHEEfAYSEYSYU2e8 /158 IONE aalzedlerNdze'-FA(

numericamente dalla deviazione quadratica media (r. m. s. d. strutturall

espressa i) delle posizioni deigCequivalenti e sovrapposti. sono dovute
al bindingdi
NADPH

9Q SaiNBY!Il YSostin® lagiziliuding struiSrid
globaledi due macromolecole, o pervidenziaredifferenze locall

| modelli molecolari 47
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Rappresentazione Worm-Like(o liquorice

La rappresentazioneorm-like
non introduce nessuna
Informazione ulteriore rispetto a
guella dei C, su cui e basata

9Q dzy LR Q LRAG

| modelli molecolari
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Rappresentazione della strutturaguttyQ

Questa rappresentazione, nota corpetty, e nata da uno
specifico softwaregymol); oltre a rappresentare la
molecola comavorm-like, associavdo spessore e dolore
RSt Wialatke 2dDfattore termico B.

rosso.
B piccoli sono associati a piccoli spessori e colore blu.
EQ dzyl NJ LIINBaSyill 1 Neaghifita, dzi A f
associata al valore di Belle varie parti della molecola.

In generale si possono associare colore e spessore a
proprieta diverse dal valore di B, facendone uno
a0NHzySyaz OSNAFGAES LISNI WY HS
struttura (es: conservazione del residuo, esposizione al
a2t @Sy idSXxo

| modelli molecolari
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Rappresentazioni Volumetriche

| modelli molecolari
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Il modello a sferespacefilling)

Il modello a sfere disegna una sferaggio di van
der Waalg in corrispondenza di ogni atomo.

wSY RS f{ uapRitbvoluntetEciella proteina,
ma non e molto usata per la molecola intera (e
preferita lasuperficie accessibile al solvente

Puo essere interessante per ligandonel sito di
bindingd ¥ 2 Ny A & GeBo spayidotditio).

| modelli molecolari
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Rappresentazione delle strutture: superfici

L'y Y2R2 Y2t imapp8cietpiogrietddsomiehe delh proteina ed ottenere cosi
una sorta drartografia della sua superfigie quella di costruire una superficie della molecola
e riportare sulla superficie la proprieta di interesse.

Distinguiamo tra:
A Superficie di vamer Waals
A Superficie Accessibile al Solvente

| modelli molecolari
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Superficie di vaderWaals

probe _
solvent-accesible surface

i

La superficie di vader Waalse determinata dal
raggio di varder Waalsdei singolatomi.

solvent-excluded

7% surface
Il raggio dvan der Waalsdetermina il raggio di un contact—
Fd2Y2 O2yOSLIAG2 O2YS &4AFSN 3 A F“wrfacegrgﬁﬁgar;ggt(ugy NI 6 A f

Laconvoluzionedelle superfici di vader Waalsdi

— : L atoms (vdW)
tutti gli atomi, lasuperficie di varder Waalg
definisce un volume che puo essere considerato
come ilvolume della molecola inside

La superficie di vader Waalsnon e particolarmente
utile, né troppo utilizzata in biologia strutturale.
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Superficie accessibibel esclusa aolventesolvente

Lasuperficie accessibile al solve(BASAsI ottiene
disegnando unauperficie ottenuta a partire da una probe
sfera(probe) diraggior, rappresentativa di una I
molecola di acqua, che viene fatta rotolasegli
atomi accessibili alla sfestessa.

Nel rotolare la sfera definisce due superfici:

solvent-accesible surface

solvent-excluded
/ _—" surface
contact—  /
surface reentrant
surface

Lasuperficie esclusa al solventéefinita dalla
convoluzione dei punti generati della sfera

n e . atoms (vdW)
(rotolante sulla macromolecola) piu vicini alla
molecola di cui si vuole descrivere la superficie.
Questi punti possono toccare gli atomi (se questi inside

sono esposti) 0 meno (se lo spazio e troppo
WNRAONBOGG2QT Lildzy A WNRASYUIGNI YIAQO D

Lasuperficie accessibile al solvengedefinita dalla convoluzione dei punti generati dal centro della sfera,
man mano che rotola sulla superficie macromolecolare.
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Superficieaccessibile aolventesolvente

P S ——— Solvent Excluded Surface

probe sphere

- o - . - /
La superficie accessibile al solvente e in generale
/

piu interessante della superficie di vder /
Waals in quantorappresenta la superficie della {
proteina che puo effettivamente venire in \\
contatto con altre molecoldalmeno di 2

solvente). /
{
La superficie accessibile al solvente e piu grande \\
della superficie di vader Waals N

- / vander Waals

) N / Surface
Solvent Accessible Surface “~—__—~~

| modelli molecolari 55



Superficie; potenziale elettrostatico

Una proprieta molto interessante che viene spesso
mappata sulla superficie egbtenziale elettrostaticq
che puo essere calcolato a partire dalle coordinate e
dal tipo di atomi.

| diversi tipi atomici avranno cariche elettriche
differenti, nel complesso una proteina puo essere
vista come una distribuzione di cariche elettriche
associatequindi adun potenziale elettrostatico.

Sulla superficie e riportato Il valore del potenziale
elettrostatico corrispondentgsotto forma scala di
colore)

| modelli molecolari 56



Importanza del potenziale elettrostatico

Questa proprieta rende conto della capacita della superficie di interagire con motkmtake di carica
elettrica discretao semplicemente polari

Zucchero
fosfatato

Interazione proteineDNA (gruppi fosfato carichi negativamente)
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|drofobicita

[ i@2ofobicitarende conto della tendenza di una

Y2f SO2f

IR AYUSNFIANB TFI

(intesa come solvente) o meno.

Amino acid Index value Amino acid Index value
A 0.62 M 0.64
C 0.29 N -0.78
D -09 P 0.12

E -0.74 Q —-0.85
F 1.19 R —2.53
G 0.48 S —-0.18
H -04 T —-0.05
I 138 V 1.08
K -15 W 0.81
L 1.06 Y 0.26

Slmple Cycllc Aromatic
(o]
AL
\)LOH " YT TOH
L e NH,
2 NB @2 foved ypumesw G2yt QF Olj d
9 Aliphatic
2 0 CH, O o) CH, O
H3C\/' “~OH H.'ic\/‘n'\ ~"0H H3C“wi/n“‘-\|/‘ “OH HSC =T /A“OH
NH, NH, CH, NH, NH,
Alanine (Ala) Isoleucine (lle) Leucine (Leu) Valine (Val)
Hydroxylic Acidic Sulphur-containing
0 o]
j) CHy O o I I J R
~~, . - . — T T ol 's_v/‘"\w . P e
HO™ ™ “OH HO \._[/ OH \I l’ OH O OH HS \r OH
o NH, NH, o N+ NH, N2
% Serine (Ser) Threonine (Thr) Aspartic Acid (Asp) Glutamic Acid (Glu) Cysteine (Cys)
o L -
5 Amidic Basic y o
-~ O NH, o) NH, Q N ,/\_/leH
A - - /4
27y oH o”l“ A~ on | RNTONETTon ]y
O NH NH N 2
2 NH 2 H
Asparagine (Asn) Glutamine (Gln) Arginine (Arg) Histidine (His)
Basic Aromatic Sulphur-containing
] 2 0
B HN. )
; AN xl) OH [ - \/ ~OH H/\\/‘a]/ OH 4 e \/,\/ﬂ o
E NH, 2 /[\ H NH2 o~ o NH,, NH,
Lysine (Lys) Tryptophan (Trp) Tyrosine (Tyr) Methionine (Mel)
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Superficie Idrofobicita
[ @fof@bicitd/idrofilicita 8 dzy' I LINBLINASGL AYLERNIIYGS S GASYS Wyl

[ i@dofobicitadi parti diversi della macromolecola rendono conto di eventuali interazioni con altre
proteine, ligandio superfici jpofilicheo meno).

La parte idrofobica
interagisce con il doppio
strato lipidico della
membrana cellulare

Una proteina

solubile interagisce
favorevolmente
o2y f QI Olj dz

Ci saranno residui (apolare)
idrofilici in ~— hydrophobic
superficie = hydrophilic
= neutral
Soluble protein Membrane protein
(1IWMA) (1C3W)
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Rappresentazionelnterazione coiigandi

Nel caso di formazione di complessi tra la proteina e ( -—z__{
ligandq la determinazione strutturale del complesso ir L.

genere fornisce utilissime informazioni sul meccanismr
di interazione.
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Topologia delle strutture proteiche
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Classificazione Strutturale delle proteimi®minio

Esistono diverse definizioni di cosa € un dominio nel contesto di una struttura:

1) La minima parte di un gene che ha una specifica proprieta funzionale
2) Regioni che mostrano similitudine nella sequenza

3) Una regione proteica dotata di una specifica proprieta funzionale

4) Regione di una proteina che ricorre in altre proteine non correlate

5) Una regione distinta e compatta di una proteina

6) X

Esistono di conseguenza diversi modi di classificare strutturalmente le proteine, gli approcci piu
usati sono:

A CATH

A ScCoP
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CATH

What is CATH?

The CATH database is a hierarchical domain classification of protein structures in the Protein Data
Bank. Protein structures are classified using a combination of automated and manual procedures.
There are four major levels in this hierarchy:

CATH organizza e classifica | _ | -
. « Class - structures are classified according to their secondary structure composition (mostly alpha,
le strutture presenti nel mostly beta, mixed alpha/beta or few secondary structures).

ProteinDataBank

= Architecture - structures are classified according to their overall shape as determined by the
orientations of the secondary structures in 3D space but ignores the connectivity between them.

« Topology (fold family) - structures are grouped into fold groups at this level depending on both the
overall shape and connectivity of the secondary structures.

« Homologous superfamily - this level groups together protein domains which are thought to share a
common ancestor and can therefore be described as homologous.

| modelli molecolari



CATH

Mixed Alpha
Beta
N2 Zé? Super Roll

@ Other Barrel
lv7
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SCOP

Anche SCOP provvede ad una classificazion
SCOP 2 generale ed ampia delle proteinelgss fold,
R2YFAY X0 y2y tAYAGL
del PDB (come le proteine fibrose, proteine
non strutturate)

SCOP: Structural Classification of Proteins

" Browse by structural class " Browse by protein type

+ All alpha proteins ¢ Globular proteins

« All beta proteins +« Membrane proteins

+ Alpha and beta proteins(a/b) + Fibrous proteins

« Alpha and beta proteins(a+b) « Non-globular/intrinsically unstructured proteins

Small proteins
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Topologia della struttura e PDB

3 I S 3 [ ENEAS R @ Download Files ~

Crystal structure of 17beta-Hydroxysteroid dehydrogenase (Apo form) from fungus Cochliobolus lunatus

Nel PDB, per ogni

struttura sono Domain Annotation: SCOP Classification SCOP Database (version’ 2.0) Homepags
. Chains | Info Superfamily Family Species
presenti
d3is3a_ Alpha and beta NAD{P)-binding NAD{P)-binding automated automated (Curvularia lunata )
proteins (a/b) Rossmann-fold domains Rossmann-fold domains matches matches [Taxld: 5503 ]

Per ogni dominio e
descritto la topologia
generale della
struttura

Domain Annotation: CATH CATH Database (version 4.2.0) Homepage

S R

3.40.50.720 Alpha Beta J-Layer(aba)_Sandwich Rossmann fold NAD(P)-binding Rossmann-like Domain

Gene Product Annotation Gene Product Annotation

17beta-hydroxysteroid dehydrogenase » catalytic activity
» oxidoreductase activify
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La struttura cristallografica in un articolo scientifico
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Contesto del lavoro cristallografico (1)

The Structure of the N-terminal Region of Murine Skeletal Muscle

a-Dystroglycan Discloses a Modular Architecture*s

Dystroglycan (DG) is a cell surface receptor consisting
of two subunits: a-dystroglycan, extracellular and
highly glycosylated, and p-dystroglycan, spanning the
cell membrane. It is a pivotal member of the dystrophin-
glycoprotein complex and is involved in a wide variety
of important cellular processes such as the stabilization
of the muscle fiber sarcolemma or the clustering of ac-
etylcholine receptors. We report the 2.3-A resolution
crystal structure of the murine skeletal muscle N-termi-
nal e-Dz region, which confirms the presence of two
autonomous domains; the first finally identified as an
Ig-like and the second resembling ribosomal RNA-bind-
ing proteins. Solid-phase laminin binding assays show
the occurrence of protein-protein type of interactions
involving the Ig-like domain of o-D(.

[ LINRPOSAYI § O2YLX SOl YSYydS ydz2 gl o

[ QF NOKA GSGG dzNJ
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Contesto del lavoro cristallografi?)

The effect of the pathological V721, D109N
and T190M missense mutations on the

molecular structure of a-dystroglycan
Abstract

Dystroglycan (DG) is a highly glycosylated protein complex that links the cytoskeleton with
the extracellular matrix, mediating fundamental physiological functions such as mechanical
stability of tissues, matrix organization and cell polarity. A crucial role in the glycosylation of
the DG a subunit is played by its own N-terminal region that is required by the glycosyltrans-
ferase LARGE. Alteration in this O-glycosylation deeply impairs the high affinity binding to
other extracellular matrix proteins such as laminins. Recently, three missense mutations in the
gene encoding DG, mapped in the a-DG N-terminal region, were found to be responsible for
hypoglycosylated states, causing congenital diseases of different severity referred as primary
dystroglycanopaties.To gain insight on the molecular basis of these disorders, we investigated
the crystallographic and solution structures of these pathological point mutants, namely V721,
D109N and T190M. Small Angle X-ray Scattering analysis reveals that these mutations affect
the structures in solution, altering the distribution between compact and more elongated con-
formations. These results, supported by biochemical and biophysical assays, point to an
altered structural flexibility of the mutant a-DG N-terminal region that may have repercussions
on its interaction with LARGE and/or other DG-modifying enzymes, eventually reducing their
catalytic efficiency.

-

Studio su mutanti: gli effetti strutturali globali e soprattutto locali, dovuti alla mutazione, sono la parte rilevante
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Contesto del lavoro cristallografi(?)

Structural basis for inhibition of 173-hydroxysteroid dehydrogenases
by phytoestrogens: The case of fungal 17(3-HSDcl

Phytoestrogens are plant-derived compounds that functionally and structurally mimic mammalian
estrogens. Phytoestrogens have broad inhibitory activities toward several steroidogenic enzymes, such as
the 17[-hydroxysteroid dehydrogenases (173-HSDs), which modulate the biological potency of
androgens and estrogens in mammals. However, to date, no crystallographic data are available to
explain phytoestrogens binding to mammalian 173-HSDs. NADP(H)-dependent 173-HSD from the
filamentous fungus Cochliobolus lunatus (17[-HSDcl) has been the subject of extensive biochemical,
kinetic and quantitative structure-activity relationship studies that have shown that the flavonols are the
most potent inhibitors. In the present study, we investigated the structure-activity relationships of the
ternary complexes between the holo form of 17B-HSDcl and the flavonols kaempferol and 3,7-
dihydroxyflavone, in comparison with the isoflavones genistein and biochanin A. Crystallographic data
are accompanied by kinetic analysis of the inhibition mechanisms for six flavonols (3-hydroxyflavone,
3,7-dihydroxyflavone, kaempferol, quercetin, fisetin, myricetin), one flavanone (naringenin), one flavone
(luteolin), and two isoflavones (genistein, biochanin A). The kinetics analysis shows that the degree of
hydroxylation of ring B significantly influences the overall inhibitory efficacy of the flavonols. A distinct
binding mode defines the interactions between 173-HSDcl and the flavones and isoflavones. Moreover,
the complex with biochanin A reveals an unusual binding mode that appears to account for its greater
inhibition of 173-HSDcl with respect to genistein. Owverall, these data provide a blueprint for
identification of the distinct molecular determinants that underpin 173-HSD inhibition by
phytoestrogens.

Complesso proteindigandoY f QAYGSNI 1T A2y S
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Espressione e purificazione

Mutagenesis and primers

Traditionally, we have worked on murine dystroglycan since it displays a very high degree of
identity (93%) with human o-D{G. We introduced an additional mutation, R166H, within the
N-terminal domain of -DG in order to make it more resistant to proteolysis [13]; both the
wild-type and the mutated variants herein analyzed harbor this mutation. The murine o=DG
(50-313)R166H (hereinafter WT) DNA was cloned into a bacterial vector, pHis-Trx, for the
expression of the protein as thioredoxin fusion product, also containing an N-terminal éxHis
tag and a thrombin cleavage site, as previously described [13]. The point mutation T190M was
introduced into the WT DNA construct using the QuikChange site-directed mutagenesis kit
(Stratagene) and appropriate primers. Briefly, the mutation was inserted within the coding re-
gion of the WT N-terminal domain cloned in the vector pHis-Trx [13] for prokaryotic expres-
sion aimed at crystallographic analysis, and within the entire cDNA sequence of the murine
DG cloned in the pEGFP-N1 plasmid for expression in eukaryotic cells [19], respectively, using

the following primers:
Forward: 5 —CCAGTGACTGTCCTTATGETGATTCTEEATECT -3
Reverse: 5 —AGCATCCAGAATCACCATARGGACAGTCACTEE- 3

The construct DG *™™.pEGFP-N1 allows to express DG with a Green Fluorescent Protein
(GFP) fused at the C-terminus of f-DG. Moreover, a Myc tag is present, inserted after Lys498,
within the C-terminal domain of w-DG [19]. All constructs were verified by automated
sequencing.

Fusion protein expression and purification

The recombinant «-DG(50=313)R166H T190M (hereinafter T190M) fusion protein was ex-
pressed in Escherichia coli BL21{DE3) Codon Plus RIL strain and purified using nickel affinity
chromatography. The fragment of interest was obtained upon thrombin cleavage. Further puri-
fication steps were carried out using anion exchange and gel filtration chromatography. Name-
Iy, after thrombin cleavage, the flow through of a HiTrap Chelating column (GE Healthcare)
was applied onto a Hi-Trap Q HP column (GE Healthcare) pre-equilibrated with buffer A

(25 mM Tris-HCI pH 7.5). T190M was eluted with a linear gradient of 0-0.5 M NaCl in buffer
A. The fractions containing T190M were pooled, concentrated with Amicon Ultra 15 (Milli-
pore) and loaded on Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) pre-equilibrated with 25 mM
Tris=HCI pH 7.5, 0.15M Na(ll, at a flow rate of 0.4 mL/min: the core fractions of the peak were
supplemented with 2.5% Glycerol and concentrated by Microcon GM10 (Millipore). The puri-
ty of the protein was confirmed by Tricine/SD5-PAGE [20].

The possibility that the methyl sulfide (thicether) of Met 190 would be oxidized in T190M,
or in general that the recombinant protein would harbor some additional undesired modifica-
tions, has been ruled out via mass spectrometry analysis exploiting an Orbitrap instrument
(Thermo Scientific). The corresponding mass value obtained also confirmed the presence of a
disulfide bridge between Cys180 and Cys262.

Ve ~

t SN ljdzZ yd2 y2y RANBGGFYSY(dS €S3FasS FttQFylFftAaA
indicazioni su alcuni aspetti della struttura:

A Presenza o meno di uagdi purificazione

A Qualita della purificazione

A Giustificare la presenza nella struttura di idigiAndieventualmente gia presenti nei buffer utilizzati

A Escludere o meno che talune trasformazidno)chimiche sian@vvenute

A X
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Cristallizzazione e acquisizione dati

La conoscenza delle condizioni di cristallizzazione puo
spiegare lpresenza di determinate specie chimiche
nel modellofinale. Lostesso puo accadere per il
crioprotettore usato per il congelamento dei cristalli.

La conoscenza dgdHpuo avere una certa rilevanza sul
senso dellastruttura. Seriportato, il contenuto di
acqua(Coefficiente dMattthews) puoessere utile per
comprendere alcune proprieta della struttura (fattori
termici elevati, per esempio)

Crystals of T190M were grown by using the vapor diffusion hanging drop method, following
the protocol used for the crystallization of WT [13). Drops were prepared by mixing 1 pL of
the protein solution (5.25 mgfmL in 25 mM Tris, 150 mM NaCl and 2.5% glycerol; pH 7.5)
with 1 pL of the precipitant solution (0.8 M citrate buffer; pH 7.0) and equilibrated against the
reservoir (1 mL) at 4°C,

Data collection was carried out at the European Synchrotron Radiation Facility Grenoble . . .
(France), ID23-1 beamline, using a detector Piatus-::{ {Dectris) and the wavelength of 1.00 A. I—a conoscenza de | Ia | u ng hezza e de | Ie Cond yAlelnl d |
Data collection was carried out at -173°C. Before being exposed to the X-ray beam, crystals ieai—l H HH :
were quickly dipped in cryoprotectant solution (25% ethylene glycol, 1.0 M citrate buffer, pH va uisiZzione possono rsu Itare Utl “ per Spleg\are
7.0) and flash frozen in liquid nitrogen. . | | alcune caratteristiche delle mappe di densita

Indexing, integration and data reduction of the diffraction data were carried out by using a . . . .
combination of XDS [21] and CCP4 [22] programs. Data reduction statistics are reported in e I ettronica (q u al Ita ge ne ral e, d anno d a rad 1aZion e)
Table 1.
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