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Uso delle coordinate in contesti differenti

I modelli molecolari 2

Inoltre, le coordinate ottenute sperimentalmente possono trovare molti usi:

• Per il modelling di proteine omologhe
• Per studi di natura teorica a partire da un modello sperimentale (Dinamica Molecolare)
• Per studi di Docking
• Per studi di Virtual Screening (Structure Based)

In tutti questi casi, la disponibilità di coordinate sperimentali è indispensabile!

I modelli molecolari ottenuti per via sperimentale sono utilizzati essenzialmente per stabilire una relazione 
tra la funzione della macromolecola e la sua struttura.

Il termine funzione è quanto mai ampio, assume significati anche molto diversi (attività catalitica, funzioni 
recettoriali, interazione con piccole molecole…)



Accesso ai dati strutturali di macromolecole
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Il risultato del processo di determinazione strutturale per via cristallografica, è costituito dall’insieme di 
coordinate e fattori termici di tutti gli atomi contenuti nell’unità asimmetrica.
Alle coordinate degli atomi è associato l’insieme dei fattori di struttura da cui è stato possibile costruire il 
modello molecolare.

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

Con il progredire e il consolidarsi della cristallografia di macromolecole come metodo di validità generale 
per la determinazione strutturale, il numero di strutture proteiche disponibili aumentò sensibilmente.



Protein Data Bank
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Protein Data Bank (PDB)
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Fu presto evidente che era necessario un archivio delle strutture proteiche determinate, per questo 
motivo nel 1971 nacque il Protein (Structure) Data Bank noto come PDB originariamente ospitato presso i 
laboratori di Brookhaven.



Cosa è il Protein Data Bank
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Con gli anni, l’aumentare del numero delle 
strutture molecolari determinate e con la 
maggiore disponibilità di mezzi informatici, il 
PDB è diventato qualcosa di più di un 
semplice archivio.
Al giorno d’oggi il PDB assolve diversi compiti:

http://www.rcsb.org/

• Archivio delle strutture di macromolecole biologiche
determinate sperimentalmente (coordinate, dati 
sperimentali)

• Organismo di validazione delle strutture 
determinate sperimentalmente

• Strumento di analisi delle strutture macromolecolari

Visto l’elevato numero di strutture macromolecolari depositate, il PDB è dotato di un potente motore di 
ricerca.



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

Affinché una struttura macromolecolare (biologica) sia pubblicata e discussa in una rivista scientifica, la 
struttura deve essere stata depositata presso il PDB.



PDB – Quali dati vengono depositati
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Esiste un periodo di ‘quarantena’ di 1 anno dal momento della deposizione, dopodiché le coordinate, i fattori 
di struttura e i dati depositati sono accessibili a tutti.

A seconda del metodo sperimentale utilizzato (raggi-X, NMR, cryo-EM) vengono depositati dati diversi.
Per una struttura cristallografica (elenco non esaustivo):
• Coordinate e fattori termici di TUTTI gli atomi presenti nel modello cristallografico ottimizzato
• Fattori di struttura UTILIZZATI per la costruzione e ottimizzazione del modello
• Condizioni di Cristallizzazione
• Dati Cristallografici (Gruppo spaziale, Cella Unitaria)
• Condizioni Sperimentali dell’esperimento di Diffrazione (lunghezza d’onda, beamline)
• Risultati e indicatori di qualità della riduzione dei dati (Risoluzione, R-merge, completezza…)
• Metodo usato per la risoluzione della struttura (MIR, MAD, MR…)
• Risultati della procedura di refinement (R-work, R-free…)
• Informazioni biochimiche sulla macromolecola (funzione della macromolecola)
• Organismo di origine
• Sistema di Espressione
• Sequenza della proteina (se proteina)



PDB – Deposizione e Validazione
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Nel corso della procedura di Deposizione dei dati, il PDB esegue automaticamente una ‘validazione’ 
indipendente del modello e dei fattori di struttura che si intende depositare. 

I ‘ligandi’ presenti nella struttura, ovvero tutte quelle componenti chimiche di natura NON-
macromolecolare (ioni e molecole inorganiche e organiche eccetto l’acqua), sono confrontate con un 
database dei ligandi già depositati.
Se si tratta di un nuovo ligando vengono richiesti dati chimici e strutturali e il nuovo ligando è aggiunto al 
database con un suo codice identificativo di 3 caratteri  alfanumerici.



PDB – Ricerca di una struttura
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PDB – Search: Basic Search
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Il PDB offre la possibilità di cercare nel database delle strutture (contenente  ad oggi circa 170000 
strutture depositate).

Utilizzando lo strumento di ricerca ‘di base’, 
si può effettuare un ‘search’ facendo ricorso 
a keyword o frasi generiche riferite alla 
macromolecola di interesse 



PDB – Search: Accesso per argomenti
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Una possibilità alternativa per 
cercare la/le struttura/e di interesse 
consiste nell’accedere al database 
sulla base di keywords (argomenti)



PDB – Search: Advanced Search
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La ricerca può essere anche di una 
certa complessità.
Il PDB è dotato di un motore di 
ricerca piuttosto sofisticato.

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



PDB – Search: Advanced Search
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PDB – Risultati di una ricerca
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Il risultato di una ricerca è 
costituito da una lista di 
strutture, più o meno 
attinenti agli argomenti 
dei campi usati per la 
ricerca.

Il risultato della ricerca 
può essere ulteriormente 
ridotto, sulla base di 
ulteriori limitazioni 
(es: organismo che 
produce la proteina). 



PDB – Coordinate e fattori di struttura
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PDB – Accesso ai dati
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Coordinate e fattori di struttura



Il file PDB
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Il file PDB (come comunemente chiamato) è un 
file di testo che contiene coordinate, fattori 
termici e alcune informazioni di carattere 
generale sulla natura della struttura 
cristallografica a cui si riferisce .
Alcune informazioni sono comunque reperibili in 
forma più semplice e immediata direttamente 
dal sito web del PDB.

Contiene inoltre dati specifici su:
• Acquisizione e qualità dei dati (R-merge)
• Procedura di affinamento
• Qualità dell’affinamento (fattori R-work e R-

free)
• Qualità del modello (outliers da validazione)



Il file PDB
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Il file PDB contiene le informazioni 
cristallografiche:
• Cella unitaria
• Gruppo Spaziale
• Origine 

Cella unitaria Gruppo spaziale

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

E il relativo fattore termico
Isotropo [sfera]
Anisotropo [ellissoide]

I fattori termici sono raramente utilizzati, anche se di estrema importanza per comprendere la mobilità dei 
vari aminoacidi.
Le coordinate sono la parte più usata del file PDB.



Accedere ai file nel PDB
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Un modo semplice per accedere ai dati cristallografici 
depositati sul server del PDB è quello di utilizzare dei 
software dedicati in grado di scaricare, leggere e 
rappresentare i modelli graficamente
• Coot (più orientato al refinement)
• Pymol (più orientato alla rappresentazione grafica)
• ChimeraX (Più grafico ma anche utile nel refinement)
• Rasmol (molto semplice ma funziona sempre!)



Accedere alle mappe di densità
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Tramite gli stessi software è anche possibile accedere 
alle mappe di densità e ai dati di Validazione   



PDB – Informazioni Presenti
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La singola struttura nel PDB
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Nel PDB, ogni singola struttura è identificata da un codice alfanumerico (A-Z, 0-9) a 4 cifre.
La singola struttura, in questo caso con codice 3IS3, si presenta come un sommario del contenuto 
completo della ‘scheda’, per la struttura in esame (Nome e funzione della proteina, organismo di 
appartenenza, proprietà cristallografiche, qualità della struttura).



PDB – Informazioni: Riferimenti Bibliografici
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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) è 
stata presentata e discussa.



PDB - informazioni: Sommario
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Sono Presenti informazioni generali sulla proteina: N° di aminoacidi, organismo di provenienza, proprietà 
biochimiche, link ad ulteriori database (UniProtKB, …)



PDB – Informazioni: Ligandi
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Sono presenti informazioni 
sulla tipologia dei ligandi
eventualmente presenti nella 
struttura.

[E’ considerato ligando
qualsiasi molecola organica o 
inorganica che non sia parte 
della proteina, 
dell’oligonucleotide o che non 
sia acqua]



PDB - informazioni: Sommario dei dati cristallografici
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E’ presente un sommario dei:
• Dati Cristallografici
• Indicatori di qualità

(R/Rfree)
• Esito della Validazione
• Software utilizzato



PDB - Informazioni: Condizioni sperimentali
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Per ogni singola struttura sono riportate:
• Condizioni di cristallizzazione
• Strumentazione utilizzata (beamline) 

per l’acquisizione dei dati
• Temperatura
• Lunghezza d’onda
• Detector



PDB – Informazioni: Acquisizione dei dati
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Sono riportate le informazioni sull’acquisizione dei dati di diffrazione: Risoluzione, Numero di Fattori di 
struttura, Ridondanza, Completezza,  <I/sigma(I)>, R-merge



PDB – informazioni: Risoluzione e ottimizzazione
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Sono indicate una serie di informazioni sulla risoluzione del problema della fase (Structure Solution) e 
ottimizzazione (Refinement): 
• Metodo usato per la risoluzione strutturale (e dettagli)
• Risoluzione e numero di fattori di struttura utilizzati nel corso del refinement
• R-work
• R-free
• B (isotropo) medio



PDB – informazioni: qualità del modello
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Sono presenti informazioni 
anche sulla qualità del 
modello, essenzialmente 
come deviazioni quadratiche 
medie (rmsd) di parametri 
geometrici comunemente 
utilizzati come restraints nel 
corso dell’ottimizzazione del 
modello.

Una descrizione più estesa 
dell’intero processo di 
validazione è disponibile nel 
‘Validation Report’



PDB – Report di Validazione
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PDB Validazione

Validazione del modello molecolare 34

Per ogni struttura proteica depositata presso il PDB esiste un report di validazione che ne illustra 
eventuali criticità.
Prima di essere accettata una struttura deve rispondere a dei parametri minimi di qualità.

Per ogni struttura è immediatamente visualizzato un indicatore compatto di qualità:



PDB Validazione 
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Nel report è anche indicata la qualità della struttura, residuo per residuo

Sono indicati quali sono i residui ‘problematici’ indicati con un codice a colori di problematicità crescente 
(verde=OK poi giallo, arancio, rosso). Un ‘pallino’ rosso indica una densità elettronica non ottimale.



PDB Validazione
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Nel report sono chiaramente 
indicati quali sono i parametri 
geometrici meritevoli di 
attenzione speciale (outliers), in 
quanto potenzialmente 
problematici dal punto di vista 
geometrico (Z > 5).

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



PDB Validazione
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Sono infine riportati quali residui hanno una bassa 
correlazione con la densità elettronica osservata.

Una bassa correlazione tra modello e densità 
osservata, è in genere è indice di densità elettronica 
‘debole’ ma può essere anche un comportamento 
‘dinamico’ dei residui indicati (flessibilità) piuttosto 
che ad un vero errore nel modello.

Sono inoltre riportati quei residui con valori dei 
fattori termici eccessivamente grandi.
Anche in questo si può avere un errore nel modello 
o un comportamento ‘dinamico’ degli atomi 
coinvolti.



Rappresentazioni grafiche di una macromolecola 
biologica
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PDB - Analisi
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Il PDB integra alcuni strumenti di analisi 
della struttura:
• Geometria (distanze, angoli)
• Struttura quaternaria (se presente)
• Allineamento con altre strutture

In genere per l’analisi della struttura si 
ricorre ad altri software capaci di analisi 
più complesse (es: Pymol, ChimeraX, 
server specifici)



PDB – Visualizzazione
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Il sito web del PDB integra un 
utile strumento di 
visualizzazione della struttura.

Il software di visualizzazione 
integrato possiede una certa 
flessibilità anche se sono 
preferiti software esterni 
(Pymol, ChimeraX)



PDB - Visualizzazione
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Le strutture biologiche macromolecolari posso essere rappresentate in vari modi capaci di comunicare informazione 
di natura diversa.



Wireframe
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E’ una rappresentazione molto diffusa.

Dal punto di vista computazionale è  poco intensiva 
e quindi molto semplice, anche se nel complesso un 
po’ confusa.

La colorazione dipende dal tipo di proprietà che si 
intende rappresentare:
• Specie atomica
• Fattore termico (mobilità)
• Accessibilità al solvente
• Conservazione tra strutture omologhe
• …

L’ uso del colore è un buon modo per associare ad 
un residuo (o atomo) una proprietà specifica.



Rappresentazioni ‘Baton’ e ‘Ball and Stick’
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BATON BALL AND STICK

Sono rappresentazioni 
eccessivamente 
complesse per l’intera 
molecola.
Funzionano bene 
quando si vuole 
rappresentare parti 
limitate della 
struttura.
I colori sono 
tipicamente associati 
alla specie atomica.

Sono spesso usati per 
rappresentare ligandi.



Rappresentazione della struttura – ‘Cartoon’
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E’ la classica rappresentazione del folding della 
macromolecola.
mette in evidenza gli elementi di struttura 
secondaria:
• Eliche (cilindri o spirale)
• Foglietti-𝛽 (paralleli o anti-paralleli)
• loops



Rappresentazione della struttura – altro
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RNA/DNA Proteina/DNA Oligosaccaridi



Rappresentazione della struttura – traccia C𝛼 (Backbone)
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Una forma più semplice ma meno informativa è quella di rappresentare 
solamente i C𝛼 dei vari residui connessi tra loro da un segmento.

E’ un tipo di 
rappresentazione 
utile quando si 
sovrappongono 
modelli diversi per 
compararne le 
differenze.



Sovrapposizione di Strutture
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La sovrapposizione tra due strutture (simili), viene effettuata 
cercando di minimizzare la distanza tra Ca equivalenti.

Un protocollo (automatico) per l’allineamento:
1. I Ca equivalenti sono stabiliti a seguito di un allineamento di 

sequenza.
2. Le due strutture sono quindi riportate ad un’origine comune e 

allineate in modo simile.
3. Viene quindi minimizzata la quantità  Sd2 dove d è la distanza tra 

Ca equivalenti (la sommatoria è estesa a tutti i Ca equivalenti)
4. Il risultato dell’allineamento è espresso graficamente e 

numericamente dalla deviazione quadratica media (r. m. s. d. 
espressa in Å) delle posizioni dei Ca equivalenti e sovrapposti.

E’ estremamente utile per mostrare la similitudine strutturale 
globale di  due macromolecole, o per evidenziare differenze locali.

Confronto tra 
forma Apo e 
forma Holo. 
Le differenze 
strutturali 
sono dovute 
al binding di 
NADPH



Rappresentazione – Worm-Like (o liquorice)
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La rappresentazione worm-like
non introduce nessuna 
informazione ulteriore rispetto a 
quella dei C𝛼, su cui è basata.

E’ un po’ più aggraziata…



Rappresentazione della struttura – ‘putty’
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Questa rappresentazione, nota come putty, è nata da uno 
specifico software (pymol); oltre a rappresentare la 
molecola come worm-like, associava lo spessore e il colore 
del ‘tubo’ al valore del fattore termico B.
Più è grande B, più lo spessore è grande e il colore tende al 
rosso.
B piccoli sono associati a piccoli spessori e colore blu.
E’ una rappresentazione utile per mostrare la flessibilità, 
associata al valore di B, delle varie parti della molecola.

In generale si possono associare colore e spessore a 
proprietà diverse dal valore di B, facendone uno 
strumento versatile per ‘mappare’ delle proprietà sulla 
struttura (es: conservazione del residuo, esposizione al 
solvente…) 



Rappresentazioni Volumetriche
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Il modello a sfere  (space-filling)
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Il modello a sfere disegna una sfera (raggio di van 
der Waals) in corrispondenza di ogni atomo.

Rende l’idea degli aspetti volumetrici della proteina, 
ma non è molto usata per la molecola intera (è 
preferita la superficie accessibile al solvente).

Può essere interessante per un ligando nel sito di 
binding (fornisce un’idea dello spazio occupato).



Rappresentazione delle strutture: superfici 
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Un modo molto efficace di ‘mappare’ le proprietà atomiche della proteina ed ottenere così 
una sorta di cartografia della sua superficie, è quella di costruire una superficie della molecola 
e riportare sulla superficie la proprietà di interesse.

Distinguiamo tra:
• Superficie di van der Waals
• Superficie Accessibile al Solvente



Superficie di van der Waals
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La superficie di van der Waals è determinata dal 
raggio di van der Waals dei singoli atomi.

Il raggio di van der Waals determina il raggio di un 
atomo concepito come sfera rigida e ‘impenetrabile’. 

La convoluzione delle superfici di van der Waals di 
tutti gli atomi, la superficie di van der Waals, 
definisce un volume che può essere considerato 
come il volume  della molecola.

La superficie di van der Waals non è particolarmente 
utile, né troppo utilizzata in biologia strutturale.



Superficie accessibile ed esclusa al solvente solvente
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La superficie accessibile al solvente (SASA) si ottiene 
disegnando una superficie ottenuta a partire da una 
sfera (probe) di raggio r, rappresentativa di una 
molecola di acqua, che viene fatta rotolare  sugli 
atomi accessibili alla sfera stessa.
Nel rotolare la sfera definisce due superfici:

La superficie esclusa al solvente, definita dalla 
convoluzione dei punti generati della sfera 
(rotolante sulla macromolecola) più vicini alla 
molecola di cui si vuole descrivere la superficie. 
Questi punti possono toccare gli atomi (se questi 
sono esposti) o meno (se lo spazio è troppo 
‘ristretto’; punti ‘rientranti’).

La superficie accessibile al solvente è definita dalla convoluzione dei punti generati dal centro della sfera, 
man mano che rotola sulla superficie macromolecolare.



Superficie accessibile al solvente solvente
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La superficie accessibile al solvente è in generale  
più interessante della superficie di van der
Waals, in quanto rappresenta la superficie della 
proteina che può effettivamente venire in 
contatto con altre molecole (almeno di 
solvente).

La superficie accessibile al solvente è più grande 
della superficie di van der Waals



Superficie – potenziale elettrostatico
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Una proprietà molto interessante che viene spesso 
mappata sulla superficie è il potenziale elettrostatico, 
che può essere calcolato a partire dalle coordinate e 
dal tipo di atomi.

I diversi tipi atomici avranno cariche elettriche 
differenti, nel complesso una proteina può essere 
vista come una distribuzione di cariche elettriche 
associate quindi ad un potenziale elettrostatico.

Sulla superficie è riportato Il valore del potenziale 
elettrostatico corrispondente (sotto forma scala di 
colore) 



Importanza del potenziale elettrostatico
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Questa proprietà rende conto della capacità della superficie di interagire con molecole dotate di carica 
elettrica discreta o semplicemente polari.

Interazione proteina-DNA (gruppi fosfato carichi negativamente) 

Zucchero
fosfatato



Idrofobicità

I modelli molecolari 58

L’idrofobicità rende conto della tendenza di una 
molecola ad interagire favorevolmente con l’acqua 
(intesa come solvente) o meno.



Superficie - Idrofobicità
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L’l’idrofobicità/idrofilicità è una proprietà importante e viene ‘mappata’ sulla SASA.

L’idrofobicità di parti diversi della macromolecola rendono conto di eventuali interazioni con altre 
proteine, ligandi o superfici (lipofiliche o meno).

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

Una proteina 
solubile interagisce 
favorevolmente 
con l’acqua.
Ci saranno residui 
idrofilici in 
superficie



Rappresentazione - Interazione con ligandi
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Nel caso di formazione di complessi tra la proteina e un 
ligando, la determinazione strutturale del complesso in 
genere fornisce utilissime informazioni sul meccanismo 
di interazione.


