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Bioinformatics is the use of computers for the 
acquisition, management, and analysis of biological 
information. 

It incorporates elements of molecular biology, 
computational biology, database computing, and 
the Internet… 

… bioinformatics is clearly a multi-disciplinary field 
including: computer systems management 
networking, database design, computer 
programming, molecular biology

From Using Computers for Molecular Biology, Stuart M. 

Brown, PhD, RCR, NYU Medical Center

What is Bioinformatics ?



Bioinformatics is a multifaceted discipline combining many scientific 
fields including computational biology, statistics, mathematics, 
molecular biology and genetics (Fenstermacher, 2005, p. 440).



Bioinformatics: Origins & Definitions

Bioinformatics has many definitions

… the study of how information is represented and analyzed in 
biological systems, starting at the molecular level … concerned 
with understanding how basic biological systems conspire to 
create molecules, organelles, living cells, organs, and entire 
organisms (Altman & Mooney, 2006, p. 763)

… application of tools of computation and analysis to the capture 
and interpretation of biological data (Bayat, 2003, p. 1018)





DNA is the nature’s universal 

information storage medium

… increasingly, biological research relies

on information science



The Human Genome Project

• Produced the human genome sequence 

• Spawned a new field: genomics

• Spurred new technologies

• And now provides us an unparalleled 
opportunity to apply new knowledge, 
technologies, and approaches to health 
care

Guttmacher (2009)



…from Bayat (2002), p 1020.

Bioinformatics
supports
“-omics”
research



…from Bayat (2002), p 1020.

…from McDaniel, Schutte,

& Keller (2008), p. 220





Bioinformatics Data

From Using Computers for Molecular Biology, Stuart M. 
Brown, PhD, RCR, NYU Medical Center

• Bioinformatics deals with any type of data that is 
of interest to biologists

– DNA and protein sequences

– Gene expression (microarray)

– Raw data collected from field or laboratory experiment

– Images, virtual models, Software

– Articles from literature and databases of citations

• Each type of data can exist in many incompatible 
computer formats

• The analysis of DNA sequence data has come to 
dominate the field of bioinformatics, but the term can 
be applied to any type of biological data that can be 
recorded as numbers or images and handled by 
computers















14,000X



An information explosion…

• Lots of data in genome

• More data in when we attempt to

– discern structure of data

– relate to transciptomics,  proteomics

– relate to structure, physiology

– relate to disease

– relate to variation

• Automated discovery, experiments

• Biomedical knowledge (coming)

• Clinical knowledge (coming)



[Some] Research Projects

• The Human Genome Project -- old news, 6 years ago

• International HapMap Project -- www.hapmap.org

• The 1000 Genomes Project – www.1000.genomes.org

• Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) Project

• The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

• Human Microbiome Project (HMP) – www.hmpdacc.org

• The eMERGE (Electronic Medical Records and Genomics) 
Network

http://www.hapmap.org/
http://www.1000.genomes.org/
http://www.hmpdacc.org/


Common Features of Projects

• High throughput

• Use of technology, in particular

– Automation (Robotics, AI)

– Databases

– Visualization, simulation/computational models

– Groupware: Coordination and communication

• Public domain tools

• Open sharing of data



Some Challenges

• Volume of data is staggering

– How to store and collect sequence information?

– RDBMSs don’t handle sequence data well

– Better handled by Object Oriented DBM

• How to analyze and display the data 

– Automated algorithms

– Contextual visualization methods

• Clusters, profiles, etc

• Sequence data is meaningless without 
context

– Not well suited to printed medical record



General Informatics Techniques/Tools

in Bioinformatics

• Discovery and Analyses

– Text String Comparison

• Text search

• Statistical analysis

– Finding Patterns

• AI / Machine Learning

• Clustering

• Data mining

– Geometric

• Robotics

• Graphics (Surfaces, 
Volumes)

• Comparison and 3D 
Matching (Vision, 
Recognition)

– Physical Simulation

• Newtonian Mechanics

• Electrostatics

• Numerical Algorithms

• Simulation

• Storage

– Databases

• Building, Querying

• Complex data

• Annotations

• Citations

• Standards

• Interoperability

• Knowledge Management
– Classification

– Vocabularies

– Ontologies

• Communications

• Process Workflow



Bioinformatics: Tools

• Annotation

…from Chicurel (2002), p 753-754.

– user friendly, in the public domain, and increasingly integrated

– commercial tools streamline tasks, access proprietary databases

• Visualization







Cosa è la Bioinformatica?

Un campo delle scienze in cui Biologia, Informatica e 

Biotecnologie confluiscono in un’unica disciplina che

permetta:

 Sviluppo di nuovi algoritmi e funzioni statistiche 

per individuare relazioni tra informazioni 

provenienti da diversi gruppi di dati

 Analisi e interpretazione di vari tipi di dati

 Sviluppo e implementazione di strumenti per 

accedere e gestire con efficienza diversi tipi di 

informazioni



Perché usare la Bioinformatica 

Crescita esponenziale di informazioni biologiche 

(sequenziamento automatico, DNA chips, 

identificazione proteine, spettrometria di massa 

ecc.) ha richiesto lo sviluppo di algoritmi che 

permettessero l’analisi di dati e la loro 

archiviazione (tools e database)





Perché è così difficile riuscire ad ottenere 

informazioni solo dalla sequenza:

L’informazione genetica è ridondante

Codice genetico

Sostituzione amminoacidica

Variazioni introni-esoni

Variazione del modulo di lettura

L’informazione strutturale è ridondante

Cambiamenti conformazionali

Differenti strutture possono mostrare similare funzione

Differenti sequenze danno simili strutture

Geni singoli possono avere diverse funzioni

Agire come enzimi metabolici e regolatori

I geni hanno 1D ma la funzione dipende dalla struttura 3D





















 Esistono diverse banche dati in cui sono depositate 

sequenze biologiche

• di nucleotidi (DNA)
 GenBank (National Institute of Health, Bethesda, MD)

 EMBL (European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK)

 DNA Database of Japan (Mishima, Japan)

• di amminoacidi (proteine)
 PIR (National Biomedical Research Foundation, Washington, DC)

 SwissProt/TrEMBL (Università di Ginevra, CH)

 PRFDB (Protein Research Foundation, Osaka, Japan)

 Esiste la necessità di evidenziare, tramite confronto, 

la similarità tra una sequenza studiata e quelle 

contenute in una banca dati

Introduzione



BANCHE DATI DI 

SEQUENZE GENOMICHE

GenBank deriva dalla 

collaborazione di diversi database 

di sequenze tra cui EMBL e DDBJ



Genetic Sequence Data Bank February 15 2003 NCBI-GenBank Flat File Release 134.00: 23035823 loci, 29358082791 bases, from 23035823 reported sequences

What is GenBank?

GenBank® is the NIH genetic 

sequence database, an annotated 

collection of all publicly available 

DNA sequences (Nucleic Acids 

Research 2002 Jan 1;30(1):17-20). 

There are approximately 

22,617,000,000 bases in 18,197,000 

sequence records as of August 2002 

(see GenBank growth statistics). As 

an example, you may view the record 

for a Saccharomyces cerevisiae gene. 

The complete release notes for the 

current version of GenBank are 

available. A new release is made every 

two months. GenBank is part of the 

International Nucleotide Sequence 

Database Collaboration, which 

comprises the DNA DataBank of 

Japan (DDBJ), the European 

Molecular Biology Laboratory 

(EMBL), and GenBank at NCBI. 

These three organizations exchange 

data on a daily basis. 





The TrEMBL database contains the 

translations of all coding sequences 

(CDS) present in the EMBL Nucleotide 

Sequence Database, which are not yet 

integrated into Swiss-Prot.

SP-TrEMBL (Swiss-Prot TrEMBL) 

Contains the entries which should 

eventually be incorporated into Swiss-

Prot and can be considered as a 

preliminary section of Swiss-Prot as all 

SP-TrEMBL entries have been assigned 

Swiss-Prot accession numbers.

REM-TrEMBL (REMaining TrEMBL) 

Contains the entries that we do not want 

to include in Swiss-Prot. REM-TrEMBL 

entries have no accession numbers.

Swiss-Prot is a curated protein 

sequence database which strives to 

provide a high level of annotations 

(such as the description of the function 

of a protein, its domains structure, post-

translational modifications, variants, 

etc.), a minimal level of redundancy and 

high level of integration with other 

databases

BANCHE DATI DI 

SEQUENZE PROTEICHE

SWISS-PROT TrEMBL





Release 41.0 of 05-Mar-2003 of Swiss-Prot contains 122564 sequence 

entries,

comprising 44986459 amino acids abstracted from 103486 references. 

21133 sequences have been added since release 40, the sequence data of

3251 existing entries has been updated and the annotations of

57525 entries have been revised. This represents an increase of 20%.

The growth of the database is summarized below.



Taxonomic distribution of the sequences

Kingdom        sequences (% of the database)

Archaea            7119 (  6%)

Bacteria          46344 ( 38%)

Eukaryota         60623 ( 49%)

Viruses            8478 (  7%)

Within Eukaryota:

Category sequences (% of Eukaryota)(% of the complete database)

Human                   9172 ( 15%) (  7%)

Other Mammalia         16041 ( 26%) ( 13%)

Other Vertebrata        5806 ( 10%) (  5%)

Viridiplantae           9581 ( 16%) (  8%)

Fungi                   9337 ( 15%) (  8%)

Insecta                 3352 (  6%) (  3%)

Nematoda                2504 (  4%) (  2%)

Other                   4830 (  8%) (  4%)



Public Databases:

• NCBI database

• PIR International NBRF USA, MIPS Germania, JIPID Giappone

• SwissProt: Embl (European Bioinformatics Institute) and Swiss 

Institute

• PDB Databases

Alignment/Similarity Search Tools:

• BLAST

• FASTA

• ClustalW and ClustalX

Pattern/Motif/Properties/Protein Family Finding Tools:

• MotifScan

• Prosite

• Psort

• Protscale

• SOSUI

• Protein strucutre classification CATH and SCOP



Molecule structure prediction & visulaization Tools:

• Cn3D

• MolMol and DeepViev

• 2D Structure Prediction Tools PHD, PsiPred, GORIV

• SwissModel

• PHYRE

Boutique banche dati specializzate:

• Proteine chinasi

• Proteasi dell’HIV

• Virus icosaedrici

• Immunologia 



Componente della 

United States National 

Library of Medicine



Entrez offre accesso

attraverso le seguenti

divisioni di banche dati:

Protein

Peptide

Nucleotide

Structure

Genome

Popset (info su popolazioni

OMIM (eredità mendeliana 

nell’uomo)



Protein Database
3Ddomains

Protein

PROW

RefSeq

Conserved Domain

Structure (MMBD)





Codice EMB 

European Bioinformatics Institute

Lunghezza amminoacidica

Data di deposizione

Origine

Sequenza amminoacidica



Combinazione efficace

Di una banca dati accurata

Software per la ricerca di informazioni

Banco di lavoro per lo studio di sequenze









Sistema di ricerca e analisi delle informazioni dello Swiss Institute of 

Bioinformatics in collaborazione con EBI (European Bioinformatics Institute

gestendo anche le banche dati SwissProt e TREMBL traduzione delle 

sequenze nucleotidiche di EMBL 













Formato FASTA

formato di interscambio

tra software









La qualità e la quantità dei dati hanno spinto gli 

scienziati a puntare verso traguardi 

proporzionatamente ambiziosi:

-Comprendere gli aspetti integrativi della biologia degli organismi 

osservati come sistemi complessi coerenti.

-Correlare sequenza, struttura, interazioni e funzionalità di singole 

proteine, acidi nucleici e complessi, tra di essi

-Usare dati riguardanti organismi contemporanei come base per 

viaggiare avanti e indietro nel tempo; per dedurre eventi della 

storia evoluzionistica.

-Fornire un supporto ad applicazioni nel campo della medicina, 

agricoltura ecc.



Scenario futuro:

Nuovo Virus altamente pericoloso> pandemie sul pianeta

Sequenziamento del suo genoma > confronto con la sua sequenza 

con quella dei virus presenti in Banca Dati > Individuazione di 

proteine patogene per l’uomo responsabili dell’infettività e 

virulenza > Determiazione della struttura tridimensionale di tali 

proteine tramite Homology modeling o Modeling predittivo >

confronto tramite Banca Dati con struttura di altre proteine e di 

conseguenza loro funzione > Drug Design per ricerca di nuovi 

farmaci o individuazioni di Anticorpi che possano neutralizzare il 

Virus.

Tempo necessario pochi giorni > pandemia evitata



Confronto di sequenze

Il confronto tra sequenze è in biologia 
computazionale la base per

o misurare la “similarità” tra le sequenze

 allineamento

o misurare la “diversità” tra le sequenze

 distanza di edit

o trovare parti comuni alle sequenze

 pattern discovery

 allineamento locale



INTRODUZIONE
DATABASE DI 

SEQUENZE

RICERCA

TESTUALE SIMILARITA’

Ricerca dei record che 

hanno le sequenze più 

“simili” ad una sequenza 

fornita come query 

Ricerca dei record i cui campi 

soddisfano determinati criteri 

(hanno certi valori)



RICERCA PER SIMILARITA’

La ricerca per similarità di una sequenza contro un database di sequenze 

richiede che sia possibile valutare la similarità della sequenza query contro 

ciascuna delle sequenza del database. Quindi il problema da risolvere è 

quello della ricerca delle similarità tra due sequenze

DATABASE DI SEQUENZE

SEQUENZA QUERY



PERCHE’ CERCARE SEQUENZE 

SIMILI?

Quando si ottiene (in qualche modo) una sequenza di DNA o Aminoacidi 

si è interessati a capire cos’è quella sequenza (è già nota?) e a scoprire la 

sua funzione.

Potrebbe anche capitare che la sequenza stessa sia presente nei database e 

già annotata (descritta la sua funzione)... Nel caso invece non si trovasse 

nei database esattamente la stessa sequenza, un modo semplice di ipotizzare 

(è comunque una predizione, che dovrà poi essere confermata 

sperimentalmente) la funzione della mia sequenza query è quello di cercare 

sequenze simili che invece siano già state annotate. 

In base al grado di similarità trovato diventa possibile fare delle ipotesi 

più o meno probabili sulla funzione della sequenza query semplicemente 

“trasferendo” ad essa la funzione delle sequenze target simili ad essa 

identificate .



QUANDO SUPPORRE LA 

FUNZIONE

Se le sequenze di due proteine (DNA) sono molto simili allora lo 

saranno anche le strutture e le funzioni

Non vale il viceversa! (Funzioni e strutture simili non implicano 

sequenze simili)

Ci possono essere proteine con la stessa funzione, ma con struttura 

e soprattutto sequenza diversa. Es. mutazioni silenti, che interessano 

la terza base di un codone. L’aminoacido rimane lo stesso ma è 

cambiato il DNA!

SEQUENZA

SIMILE

STRUTTURA

SIMILE

FUNZIONE

SIMILE



SIMILARITA’ E OMOLOGIA

Spesso si fa confusione tra similarità ed omologia!

La similarità è un aspetto quantitativo che indica (fissato 

un criterio comparativo, % identità, % mutazioni 

conservative...) un livello di somiglianza tra le sequenze.

L’omologia è un aspetto qualitativo che riguarda più 

propriamente la “funzione” delle sequenze ed indica 

un’origine filogenetica comune



Dobbiamo ricorrere a criteri statistici per giudicare la significatività delle 

similitudini e delle differenze

Proteine omologhe: proteine che si sono evolute da un comune 

ancestore, nell’evoluzione la similarità di sequenza è meno preservata

rispetto alla struttura terziaria

Si possono avere proteine omologhe con un’identità di sequenza fino

al 20%

Come è possibile ciò?

La maggior parte delle mutazioni avviene sulla superficie della 

proteina mentre gli amminoacidi del core sono maggiormente 

conservati in modo da consentire il medesimo folding alle

proteine.



I problemi principali nella deduzione dei rapporti filogenetici 

mediante confronto tra sequenze sono:

 Ampio ambito di variabilità della similarità, che può 

scendere al di sotto della significatività statistica

 Effetto delle diverse velocità evolutive lungo i diversi 

rami dell’albero evolutivo





PRINCIPI DELLA 
STRUTTURA DELLE 
PROTEINE
 Struttura primaria: gli amminoacidi e il legame 

peptidico
 Struttura secondaria
Strutture supersecondarie o motivi

 Struttura terziaria
Domini

 Struttura quaternaria 
 Classificazione del folding proteico (SCOP e 

CATH)

 Il Protein Data Bank (PDB)



STRUTTURA 
PRIMARIA

 20 a-amminoacidi 
standard

a-amminoacido: gruppo amminico legato al C (a) adiacente al 
gruppo carbossilico

Il codice genetico specifica 20 diverse catene laterali, mentre altre possono 

essere prodotte  dalle prime ad opera di enzimi (modificazioni post-traduzionali)



STRUTTURA 
PRIMARIA

 ph=7  AA anfoteri o 
Zwitterioni

proprietà sia basiche che 
acide

R

Classificazione: in base alla loro catena laterale

Idrofobici
Carichi
Apolari

-
+



GLICINA

G Gly, Glicina



Amminoacidi IDROFOBICI

Ala, Alanina Val, Valina Phe, Fenilanina Pro, Prolina

Ile, Isoleucina Leu, Leucina Met, Metionina

A

M

PFV

LI



Amminoacidi CARICHI

( - )

( + ) ( + )

D Asp, Acido Aspartico

(Aspartato)

Arg, Arginina

Glu, Acido Glutammico

(Glutammato)

Lys, Lisina R

E

K

( - )



Amminoacidi POLARI

S Ser, Serina

Asn, Asparagina Gln, GlutamminaCys, Cisteina N QC

T Thr, Treonina Y Tyr, Tirosina H His, Istidina

W Trp, Triptofano





EVOLUZIONE DEI GENOMI

Vari sono i meccanismi responsabili della variabilità 

genetica che oggi possiamo osservare:

Mutazioni puntiformi

Delezioni

Inserzioni

Inversioni



MUTAZIONI



DELEZIONI



INSERZIONI



INVERSIONI



Significato dell’allineamento

Qual è la corrispondenza fra gli 

aminoacidi delle due sequenze che più 

probabilmente rispecchia l’evoluzione 

delle due proteine?

L’allineamento tra due sequenze 

biologiche è utile per scoprire 

informazione funzionale, strutturale ed 

evolutiva



Cosa vuol dire allineare due 

sequenze?

scrivere due sequenze orizzontalmente in modo 

da avere il maggior numero di simboli identici o 

simili in registro verticale anche introducendo 

intervalli (gaps – inserzioni/delezioni – indels)

Pertanto si vogliono minimizzare le differenze o 

massimizzare le similarità



Metodi di allineamento

 Analisi della matrice a punti (dot matrix)

 programmazione dinamica (dynamic 

programming)

 metodo (Fasta, Blast)



DOT MATRIX
Il primo semplice sistema di 

visualizzazione di allineamenti (1970).

Le due sequenze da confrontare sono ai 

margini di una matrice. Se le due lettere 

corrispondenti ad una casella sono uguali 

allora la casella viene colorata di nero ed 

apparirà come un punto (dot) all’interno 

della matrice.

Gli allineamenti di una certa lunghezza 

appaiono come segmenti diagonali e 

saranno immediatamente distinguibili 

visivamente. 

I gap appaiono come salti in diagonale.

Le sequenze ripetute appaiono come 

segmenti diagonali paralleli.



LE MATRICI DI SOSTITUZIONE
Nel caso dell’allineamento di aminoacidi è opportuno applicare dei criteri di 

similarità che non si limitino a verificare l’identità assoluta ma tengano conto del 

fatto che gli aminoacidi possano essere più o meno simili tra loro. Aminoacidi 

molto simili possono essere indifferentemente sostituiti in una proteina senza 

alcuna variazione apprezzabile nella struttura della proteina.

Per esempio acido aspartico (D) e acido glutammico (E) sono molto simili e 

molto spesso nel corso dell’evoluzione prendono il posto l’uno dell’altro nelle 

proteine. Al contrario acido aspartico (D) e triptofano (W) sono molto diversi e non 

sono assolutamente interscambiabili. E’ quindi ragionevole valutare 

differentemente la sostituzione (in generale il confronto) di D con E e di D con W.

Ciò viene descritto in matrici quadrate di 20*20 caselle in cui si attribuisce un 

punteggio ad ogni possibile coppia di aminoacidi. Quanto più alto è il punteggio 

tanto più interscambiabili sono gli aminoacidi. Punteggi negativi penalizzano 

invece aminoacidi molto differenti



metodi per la valutazione del punteggio

proposta: gli allineamenti e il calcolo della similarità potrebbero 

essere notevolmente migliorati dall’introduzione di schemi di 

punteggio diversi da 0 e da 1 per l’appaiamento di residui 

amminoacidici

si potrebbero per esempio prevedere punteggi alti per l’identità tra 

coppie di residui, punteggi un po’ più bassi ma >0 per residui simili 

dal punto di vista chimico-fisico

punteggi invece negativi (o uguali a 0) per residui diversi o molto 

diversi dal punto di vista chimico-fisico



ATTENZIONE

non bisogna confondere le matrici di punti con le matrici di 

sostituzione!

le matrici di punti sono grafici che consentono di mettere in 

evidenza zone di identità tra sequenze diverse. Se una sequenza 

è lunga m caratteri e l’altra sequenza è lunga n caratteri, la 

matrice di punti sarà rettangolare e di dimensione mxn

le matrici di sostituzione associano un punteggio ad ogni coppia di 

residui, sono matrici quadrate e simmetriche, che contengono 

20x20= 400 valori, parzialmente ridondanti (il valore relativo alla 

coppia RK è uguale a quello della coppia KR)



ma come si calcolano i valori di una matrice di 

sostituzione?

Due aminoacidi i e j frequenza della loro 

coppia “fij”, frequenza nella sequenza di i “fi”

frequenza  di j “fj”

Rapporto “fij”/”fi” x “fj” misurerà quanto 

spesso i e j appaiono in posizioni 

corrispondenti non dovute al caso 

log2 del rapporto valore della matrice



matrici di sostituzione

vediamo ora due tra le più usate matrici di sostituzione di tipo 

PAM: la PAM120 e la PAM250, che si utilizzano per ottimizzare 

allineamenti tra sequenze che abbiano circa il 50% o il 20% di 

identità di sequenza 

PAM 0  30  80  110  200  250

% identità 100  75  60   50   25   20



PAM
PAM1 (con i punteggi e non con le frequenze) è molto simile alla 

matrice Identità (valori quasi sempre 1 sulla diagonale e 0 altrove)

PAM2 è calcolata da PAM1 ipotizzando un altro passo evolutivo e 

così via...

PAMn è ottenuta da PAMn-1

PAM100 quindi rappresenta 100 passi evolutivi in ciascuno dei 

quali si è avuto un 1% di sostituzioni rispetto al passo precedente.

PAM1 PAM100 PAM250

sequenze vicine

filogeneticamente

sequenze lontane

filogeneticamente



BLOSUM
Introdotte da Henikoff & Henikoff nel 1992.

A differenza delle PAM generate iterativamente, queste sono invece 

basate su una banca dati (BLOCKS) di allineamenti multipli di 

segmenti proteici senza GAP. 

Il numero associato alle matrici rappresenta la percentuale di 

aminoacidi identici in un certo blocco

BLOSUM35 BLOSUM62

sequenze vicine

filogeneticamente

sequenze lontane

filogeneticamente



RICERCA DELLE SIMILARITA’ TRA 

2 SEQUENZE

Per determinare la similarità tra due sequenze è necessario 

considerare due aspetti:

1- ALGORITMO DI ALLINEAMENTO

2- CRITERIO DI SIMILARITA’



ALLINEAMENTI GLOBALI E LOCALI 
Consideriamo i seguenti due differenti allineamenti delle stesse sequenze

Nel primo caso si hanno 14 identità (evidenziate dalle linee verticali che uniscono 

aminoacidi uguali) e tre sostituzioni conservative (es. A-I, S-T) distribuite su tutta la 

lunghezza della sequenza.  Nel secondo caso si hanno 13 identità ed una 

sostituzione conservativa su una regione di 14 aminoacidi.

Quale dei due allineamenti è da considerarsi migliore?

(N.B. L’allineamento globale, secondo alcuni, dovrebbe comprendere l’intera 

lunghezza di entrambe le sequenze; nell’esempio dovrebbero essere quindi 

aggiunti un gap all’inizio ed uno alla fine)



ALLINEAMENTI GLOBALI O 

LOCALI? 
Dal punto di vista biologico generalmente vengono privilegiati gli allineamenti 

locali, che riguardano regioni limitate delle proteine o di acidi nucleici.

In Biologia Molecolare avrete sicuramente sentito parlare di domini delle proteine 

o anche degli acidi nucleici. Se ad esempio siamo interessati a trovare tutte le 

sequenze di proteine di una banca dati che contengono un certo dominio, allora 

sicuramente si cercheranno similarità locali.

Gli allineamenti globali vengono applicati quando si vogliono confrontare 

accuratamente due sequenze in cui la similarità sia estesa per tutta la lunghezza

N.B. Un allineamento locale non è necessariamente limitato ad una piccola 

regione della sequenza, ma potrebbe estendersi anche all’intera lunghezza della 

sequenza.



Programmazione dinamica

 Fornisce l’allineamento ottimale tra due 

sequenze

 semplici variazioni dell’algoritmo 

producono allineamento globali o locali

 l’allineamento calcolato dipende dalla 

scelta di alcuni parametri



Allineamento globale o locale?

1) scegliamo il miglior allineamento dal punto di vista 

biologico, e poi…

2) cerchiamo il modo di privilegiarlo dal punto di 

vista computazionale

spesso gli allineamenti locali hanno una migliore 

rispondenza con la realtà funzionale



gli allineamenti globali possono comunque 

essere utilizzati per confrontare accuratamente 

due sequenze la cui similarità sia estesa per 

tutta la lunghezza



ESEMPIO 
Proviamo a confontare le due diverse proteine derivanti dallo stesso gene “subunità 

1A di rubisco” di Arabidopsis thaliana



ESEMPIO 
Accediamo al record del gene e attraverso i link ai due diversi record delle proteine 

(hanno i codici NP_176880 e NP_974098)

Link ai record delle proteine

corrispondenti (nel database PROTEIN)

Link ai record dei mRNA

corrispondenti (nel database GENBANK)



ESEMPIO 
Codici GENBANK : 15219826 e 42572015

Codici REFSEQ (database composto di sequenze “pulite e verificate” di mRNA e 

PROTEINE: NP_176880 e NP_974098

180 AA

136 AA



ESEMPIO



ESEMPIO

| Aminoacidi conservati
: Aminoacidi sostituiti in modo conservativo



Quando e perché l’allineamento 

locale?

4 Confronto sequenze DNA “anonimo”, per 

individuare sottostringhe collegate

4 Individuazione subunità strutturali comuni a 

proteine diverse

4 …



















Spesso, per risolvere un problema reale, si devono

affrontare problemi di ottimizzazione NP-difficili, e

siccome è normale che i problemi reali siano di

dimensione elevata, la risoluzione di tali problemi di

ottimizzazione può richiedere tempi di calcolo proibitivi.

In questi casi, siccome bisogna comunque trovare una

soluzione, non resta che affidarsi a procedure che non

garantiscono l’ottimalità, ma che sono veloci e

forniscono una soluzione spesso accettabile. Algoritmi

che operano in questo modo vengono detti algoritmi

euristici o più semplicemente euristiche.





OPT grande

Z-score molto grande

E-value < 0.01      1.9e-110 significa 10 elevato alla –

110 quindi un valore molto prossimo allo 0!

Bit-score grande

















Perché l’allineamento multiplo?

Il modo più efficace per decifrare un testo scritto in lingua

sconosciuta è quello di confrontarlo con testi equivalenti scritti in

linguaggi noti (Stele di Rosetta 196 a.C)

Allineamento multiplo: confrontare più sequenze ricerca di

omologhe

Omologia (carattere qualitativo): geni o proteine che hanno un

comune progenitore

Ortologhi: divergenza di sequenza dovuta ad un evento di

speciazione (Beta-globina ratto e umana)

Paraloghi: divergenza in caso di duplicazione genica (alfa e beta

globine umana)



Per potere affermare che due sequenze siano omologhe ci si affida

al criterio di similarità. Se due sequenze possiedono un elevato

grado di similarità sarà improbabile che cio sia dovuto

esclusivamente al caso.

Non si può escludere il contrario

Organismi molto lontani evolutivamente

Similarità per convergenza adattativa



N sequenze 

omologhe

Determinare tutti 

i possibili 

allineamenti a 

coppie

Determinare un albero 

guida basato sui 

punteggi di similarità tra 

tutte le coppie

Scegliere la coppia di sequenze (o 

cluster) con il più alto grado di 

similarità e raggrupparle in un cluster 

fissandone l’allineamento

Il multiallineamento 

comprende tutte le 

sequenze

Allineamento multiplo

NO

SI





Alignment data :

Alignment length : 575

Identity (*) : 361 is 62.78 %

Strongly similar (:) : 86 is 14.96 %

Weakly similar (.) : 32 is 5.57 %

Different : 96 is 16.70 % 





La bonta dell’allineamento dipende dall’algoritmo ma anche dalla scelta

delle sequenze.

L’allineamento risulta problematico anche quando le sequenze sono di

diversa lunghezza.

ClustalW che ha la peculiarità di allineare una nuova sequenza ad un 

allineamento precedente.

Identità amminoacidica superiore 50%

Identità nucleotidica superiore 70%



Quando non ricorrano tali condizioni, l’allineamento 

richiede una ulteriore fase di aggiustamento, che tenga 

conto di informazioni addizionali quali:

•Conservazioni di siti funzionali e catalitici noti a priori

•Predizioni di struttura secondaria

•Predizioni di struttura terziaria



La struttura di PSI-BLAST
PSI-BLAST: usa una ricerca iterativa per cui le sequenze trovate a ogni ciclo
sono
Usate per costruire un modello di punteggio per il ciclo successivo.

Tutta l’informazione contenuta nel multiallineamento può essere contenuta
nel suo “profilo” Tra le principali applicazioni dei profili troviamo la ricerca di
sequenze omologhe molto divergenti.

1° iterazione normale ricerca di similarità con l’algoritmo BLAST

2° iterazione individuato il profilo, seconda ricerca

Risultati inaccurati se si inseriscono nell’allineamento per il profilo sequenza
intruse

ESEMPIO: ferritina umana



XP_043424 Ferritina umana









La struttura 3D è responsabile della loro
funzione
La pressione evolutiva atta a preservare la
funzione ha un effetto importante in
contrasto con altri polimeri (formanti
globuli amorfi), le proteine hanno un’unica
struttura tridimensionale specificata dalla
sequenza amminoacidica

Esempio:
Attività catalitiche (enzimi che espongono
siti attivi in un determinato modo)
Riconscimento molecolare
(immunoglubilne)





Ogni aa ha una sua particolare funzione sia a livello

strutturale che di funzione

Molto flessibile (f e y) si trova soprattutto in

corrispondenza di turn, rara in eliche e sheet per

l’assenza di legami H

Idrofobico ma allo stesso tempo può trovarsi

esposto al solvente pertanto tipico nelle zone di

interazione tra proteine

Ponti a disolfuro, coordinante metalli, attività

redox (albumina)



Dentro e fuori le proteine può essere associato a

deboli turns per la flessibiltà e la capacità di

formare legami H con il bb, può essere

fosforilata…cascata di traduzione del segnale

Proprietà simili alla Ser ma essendo ramificato è

meno flessibile difficile da posizionarsi nelle

eliche comune negli sheet.

Entrambi polari si trovano di solito sulla

superficie e siti attivi, Asn può formare

legami H con il bb e indurre la

formazione di eliche

E’ unico perché imminoacido, ciò restringe la

sua flessibiltà impedendogli di formare alcuni

legami H induce un ripiegamento, nelle eliche…



Idrofobici raramente in siti attivi

tipici degli sheet.

Carichi – di solito esposti se interni

formano ponti salini con aa carichi +, siti

attivi e coordinanti metalli (Zn)

Carichi + hanno la prima parte della

catena idrofobica, possono formare ponti

salini e interagire con fosfati (ATP)

A pH fisiologico può agire come base o acido,

residuo ideale per centri funzionali, può inoltre

coordinare metalli (His Tag)



Lunga sc idrofobica e flessibile, dentro le

proteine, a un atomo di S legato però ad un

gruppo metile che lo rende meno reattivo.

Aromatici.



La struttura quaternaria di grandi molecole proteiche

può essere studiata in 3D a pertire da proiezioni ottenute

al TEM lungo direzioni casuali.

Transmission Electron Microscopy -> La Microscopia

Elettronica a Trasmissione (TEM) permette di ottenere,

da un campione sufficientemente assottigliato (< 0.1

micron), immagini ad alta risoluzione (< 10 Å) prodotte

da elettroni ad alta energia (100 KeV) trasmessi su uno

schermo fluorescente o su una pellicola fotografica.





Il problema del protein folding…

DG=DH-TDS differenza tra lo stato foldato e non

Le informazioni contenute nella sequenza proteica sono

sufficienti a specificare la struttura

La Structural Genomics Initiative si ripromette di

determinare tra 10000 e 20000 nuove strutture proteiche

nei prossimi anni e la maggior parte di esse saranno

MODELLATE



La sfida ovviamente è quella di determinarne la

funzione dopo la struttura.

Proteine omologhe hanno la medesima struttura

Occasionalmente proteine che non sembrano avere un

evoluzione comune hanno la stessa topologia.

Potremmo pensare di ottenere informazioni sulla

funzione dall’analisi per esempio di proteine a struttura

similare, ma ci sono almeno tre difficoltà:



Proteine omologhe potrebbero essere originate da

duplicazione genica con differente evoluzione ed avere

acquisito differenti funzioni

Alcuni ripiegamenti sono adottati da proteine che

mostrano differenti funzioni

La proteina considerata potrebbe avere un ripiegamento

nuovo non ancora osservato



Cosa possiamo imparare però dall’analisi della struttura?

Quali residui sono esposti e quali no

La struttura quaternaria

La struttura ottenuta sarà sicuramente molto simile a

quella biologicamente attiva.

Per esempio helix-turn-helix motifs > lega il DNA

Due eliche attorcigliate per circa otto giri con Leu presenti

ogni sette residui indicano un sito di dimerizzazione di

molte proteine leganti il DNA

Un motivo in cui lo Zn è legato a due cys e due his

separate da dodici residui zink-finger



Nel caso di assenza di motivi funzionali possiamo

comunque analizzare la presenza di crepe sulla superficie

ed evidenziare possibili siti catalitici, non è però sempre

possibile, a meno che non si conoscano altre proteine

della stessa famiglia evolutiva.

Recentemente si è visto come molte proteine hanno più di

una attività

Altre hanno mostrato di ripiegarsi correttamente solo

quando si legano ad uno specifico ligando.



153320+1062164 sequenze proteiche conosciute 

SwissProt +Trembl

26059 strutture conosciute

Tecniche lunghe per determinare la struttura delle proteine

(NMR, Cristallografia, TEM)

Incapacità di prevedere il folding di una proteina

Questo ha portato alla necessità di sviluppare una nuova 

metodologia.



Predizione struttura proteine:

Per farlo bisogna dividere il procedimento in step

successivi

Struttura secondaria è predetta a partire dalla

sequenza primaria

Gli elementi di struttura secondaria si riarrangiano

per formare la struttura terziaria



Struttura secondaria

Perché è così complicato?

Per una sequenza di 100 aa, se assumiamo solo 2 

possibili conformazioni per ogni residuo, ci sono 2100~

1030 per l’intera catena

Dal momento che la sequenza determina la struttura 

bisogna determinare la struttura secondaria a partire dalla 

sequenza



Naturalmente la predizione non è così 

semplice

ci sono casi in cui:

Sequenze simili danno differenti strutture

Mutazioni puntiformi possono alterare la 

struttura

Differenti sequenze danno strutture simili

Globin fold



Predizione Struttura Secondaria

I metodi usati sono tre e si basano sulle informazione raccolte

dalle proteine la cui struttura terziaria è già risolta.

-Statistico di Chou e Fasman: i 20 aa mostrano preferenze 

significative per particolari strutture secondarie 

(A,R,Q,E,M,L,K eliche) (C,I,F,T,W,Y,V foglietti)

GOR attendibilità del 56%

-Stereochimico di Lim: tiene conto delle proprietà idrofobiche, 

idrofiliche ed elettrostatiche considerando il loro ruolo nel folding

(alternanza di idrofilici e idrofobici, foglietti) utile per predire eliche

anfipatiche e transmembrana. SOSUI, TMPRED, ecc.

-Neural Network: tiene conto di entrambe le precedenti e del processo

evolutivo a partire dall’allineamento multiplo. PHD 70%









TargetP 1.1 Server

Predice la localizzazione subcellulare di proteine eucariotiche .

Testato per la prima volta su Arabidopsis Thaliana (per le piante) e 

Homo Sapiens (per le non piante).

La localizzazione è basato sulla presenza delle presequenze

N-terminali, cioè:

• peptide targeting di cloroplasti (cTP), per tale predizione è  utilizzato 

ChloroP che predice la presenza di sequenze segnale  e la potenziale 

localizzazione del sito di taglio 

• peptide targeting di mitocondri (mTP)

• peptide segnale della  via secretoria (SP), per tale predizione si usa 

SignalP che come ChloroP predice la presenza di sequenze segnale e 

la potenziale localizzazione del sito di taglio, ciò lo esegue in sequenze 

aminoacidiche di organismi diversi.



ACDEFGHIKLMNOPQRSTVWY Codice ad una lettera

Percorso di directory

1-Inserire i dati

Percorso directory



Si può definire anche il range di cutoffs per cTP, mTP e SP che va da 0,00 a 1,00 

(range valori di output)



Nome max 20 

caratteri

Lunghezza 

sequenza

Score finale su cui è basata la predizione  

finale. La localizzazione con un alto 

score è quella più in accordo con TargetP

c

Predizione di 

localizzazione 

basata sugli score

C,M,S,-,*

Reliability class

Predizione 

lunghezza 

presequenza, 

mostarta solo 

quando a 

TargetP si 

chiede la 

localizzazione 

del sito di taglio



>P00508; 22 ASPARTATE AMINOTRANSFERASE, 

MITOCHONDRIAL PRECURSOR 

>P16096; 46 FRUCTOSE-BISPHOSPHATE 

ALDOLASE, CHLOROPLAST PRECURSOR 



Predizioni di struttura secondaria

CHOU & 

FASMAN







Algoritmi predizione struttura secondaria



PSIPRED server

University College of London



Il metodo PSIPRED tiene conto di:

•metodo statistico di Chou e Fasman;

•proprietà chimico-fisiche degli aa;

•allineamento multiplo effettuato da PSI-BLAST.

Attendibilità dei risultati 

molto elevata

Predizione struttura secondaria



Sequenza formato 

FASTA



Risultati predizione (formato di testo)





Risultati predizione (versione grafica)



What is Jpred?

How does Jpred work?

http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/faq.html#Q1#Q1
http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/faq.html#Q2#Q2


The server runs in two modes; single 

sequence and multiple sequence. 



















What do the colours mean in the Postscript/PDF output from Jpred?





This amino acid sequence is of a MEMBRANE PROTEIN

which have 1 transmembrane helix.

No. N terminal transmembrane regio    C terminal type length

1 20 RALVAFLGILLLTGVLIANLYNL 42 PRIMARY 23















Perché interessa il profilo idrofobico/idrofilico: per predire anse tra elementi di 

Struttura secondaria i residui esposti e quelli sepolti regioni che attraversano 

La membrana i siti antigenici



Profilo idropatia

ProtScale





Se si vuole testare la propria sequenza contro tutti i motivi di 
PROSITE
Oppure un codice di Swiss-Prot o TREMBL/PDB contro tutti i 
motivi di PROSITE     
LATO GIALLO

Se si vuole testare il proprio PROSITE pattern o Profilo sul 
database 
LATO AZZURRO

Si possono provare più sequenze contemporaneamente 8 o 
16, stessa cosa per i motivi



CLASSIFICAZIONE delle 
proteine

Biochimica

Strutturale 

• Globulari

• di Membrana

• Fibrose

Substrutture:

BANCHE DATI

• SCOP

• CATH



SCOP: 
Structural Classification Of 
Proteins
(http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop)

Classificazione e descrizione delle 
relazioni strutturali ed evolutive tra tutte 
le strutture proteiche conosciute



SCOP: 
Structural Classification Of 
Proteins
(http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop)

 Organizzato secondo dei livelli gerarchici:

• Classe (strutturale)

• Ripiegamento (strutturale)

• Superfamiglia (evoluzionistico)

• Famiglia (evoluzionistico)



SCO
P

 Unità di categorizzazione: DOMINIO (domain)



SCOP: FAMIGLIA

Insiemi di domini omologhi FAMIGLIA 
(family) 

Proteine con:

• Identità di sequenza ≥ 30%

• Funzioni e strutture molto simili



SCOP: FAMIGLIA

Insiemi di domini omologhi FAMIGLIA 
(family) 

Proteine con:

• Identità di sequenza ≥ 30%

• Funzioni e strutture molto simili

Origine 

evolutiva 

comune



SCOP: 
SUPERFAMIGLIA

Famiglie di proteine con:

• Bassa identità di sequenza

• Funzioni e strutture simili

SUPERFAMIGLIA

(superfamily)



SCOP: 
SUPERFAMIGLIA

Famiglie di proteine con:

• Bassa identità di sequenza

• Funzioni e strutture simili

SUPERFAMIGLIA

(superfamily)

Origine 

evolutiva 

comune

probabile



SCOP: RIPIEGAMENTO

Due o più superfamiglie con 
una comune topologia di 
ripiegamento per un’ampia 
frazione della struttura

RIPIEGAMENTO

(fold)



SCOP: RIPIEGAMENTO

Due o più superfamiglie con 
una comune topologia di 
ripiegamento per un’ampia 
frazione della struttura

RIPIEGAMENTO

(fold)

Nessuna

origine 

evolutiva 

comune



SCOP: RIPIEGAMENTO

Due o più superfamiglie con 
una comune topologia di 
ripiegamento per un’ampia 
frazione della struttura

RIPIEGAMENTO

(fold)

Stesso 
ripiegamento:

Ragioni 

chimico-fisiche



SCOP: CLASSE

Ogni ripiegamento fa parte di una delle CLASSI 
(Class) generali.

 Classi SCOP: 

• Tutto a

• Tutto b

• a+b

• a/b

• Multidomain protein

• Membrane and Cell Surface Protein

• Small protein



SCOP: 
Structural Classification Of 
Proteins



SCOP

Protein: Hemoglobin, alpha-chain 

from Human (Homo sapiens)

Root: scop

• Class: All alpha proteins

• Fold: Globin-like core: 6 helices; folded leaf, partly opened

• Superfamily: Globin-like

• Family: Globins Heme-binding protein

Protein: Hemoglobin, alpha-chain

Species: Human (Homo sapiens)

ESEMPIO:
Classificazione 
dell'emoglobina 
umana (catena a)



CATH: 
Class Architecture Topology and Homologous 

superfamily

(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath/)

 Database di Classificazione delle strutture 
proteiche presenti nella Protein Data Bank (PDB)



CATH: 
Class Architecture Topology and Homologous 

superfamily

(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath/)

 Organizzato secondo dei livelli gerarchici:

• Classe (class)

• Architettura (architecture)

• Topologia (topology)

• Superfamiglia Omologa (homologous superfamily )



CATH: 
CLASSE

Determinata dalla composizione della 
struttura secondaria e dell’impaccamento

CLASSE (C-level )



CATH: 
CLASSI

• mainly a

• mainly b

• ab : a/b e a+b

• Basso contenuto di struttura secondaria



CATH: 
ARCHITETTURA

(A-level)
Descrive la forma complessiva del dominio

E’ determinata dall’orientamento delle 
strutture secondarie nello spazio 3D,  
senza tener conto delle loro connessioni

Esempio: struttura a botte



CATH: TOPOLOGIA
o famiglia di ripiegamento
(T-level )

Descrive il ripiegamento proteico tenendo 
conto dell’orientazione delle strutture 
secondarie e delle connessioni tra esse



CATH: SUPERFAMIGLIA OMOLOGA
(H-level )

Proteine con relazioni evoluzionistiche 
(antenato comune) = omologhe:

• Similarità strutturale e/o funzionale

• Alta identità di sequenza





CATH: FAMIGLIA DI SEQUENZA
(S-level )

Proteine di uno stesso H-level:

• identità di sequenza ≥ 35%

• similarità strutturale e/o funzionale



CATH: Esempio di livelli 
gerarchici



CATH: 
Class Architecture Topology and Homologous 

superfamily



CATH
ESEMPIO:
Classificazione dell'emoglobina umana (catena a)









Prosite pattern e profile permette di caratterizzare la funzione di una proteina 
non caratterizzata database di siti e pattern biologicamente significativi.

Pfam è un database in cui vengono raccolte famiglie e motivi di proteine

PfamHMM

InterPro database di famiglie di proteine 

HAMAP profile raccolta di famiglie di proteine ortologhe microbiche

TIGRfam raccolta di famiglie di proteine





Effetto IDROFOBICO
Evento fondamentale del folding

• Segregazione delle catene laterali idrofobiche:

1. Riduzione del numero delle conformazioni possibili per ingombro sterico;

2. I gruppi –NH e –CO dei residui segregati, trovandosi vicino, formano 
legami ad H  Formazione di elementi di struttura secondaria



Sono state raccolte in modo casuale una certa quantità di 

sequenze presenti nel PDB e le loro sequenze sono state 

confrontate tra di loro.

Zona Certa Sequenze con similarità superiore al 40% per il 95% dei 

casi sono omologhe.

Zona ambigua In cui la similarità è tra il 20% - 30% solo il 10% dei 

casi le proteine sono omologhe

C’è poi una zona in cui la percentuale di similarità è inferiore al 

20% ed in cui non si trovano pochissime sequenze omologhe

Zona 

crepuscolare







Dall’analisi del PDB

Ci sono circa 1000 famiglie di proteine composte da membri 

di proteine che mostrano una certa similarità di sequenza

Una nuova sequenza mostrerà quasi sicuramente similarità di 

sequenza con altre e componenti strutturali simili.

C’è un limitato numero di ripiegamenti, nuove sequenze di 

solito mostrano ripiegamenti similari con strutture già note

Sequenze completamente diverse possono ripiegarsi in 

strutture simili



Ci sono 3 metodi di approccio per predire 

la struttura proteica

Metodi Ab-initio

Modeling comparativo

Fold Recognition



La predizione è basata su un calcolo

computazionale proveniente dalla

posizione di ogni atomo nello spazio e le

sue relazioni chimico-fisiche con altri atomi

Teoreticamente possibile

Praticamente poco possibile





247



248



249



250



251



252



253



Model info:

modelled residue range: 

18 to 404 

based on template: 

2yquB (1.70 Å) 

Sequence Identity [%]: 41

Evalue: 

5.02e-65

254

http://swissmodel.expasy.org/workspace/smtl/index.php?method=results&wt=1&pdbid=2yquB


255



Geno3D is the IBCP contribution to PBIL in Lyon, France 

http://geno3d-pbil.ibcp.fr/
http://www.ibcp.fr/
http://pbil.univ-lyon1.fr/


 Server utilizzabile per generare modelli proteici 3D non sperimentali, tramite modelling per 
omologia;

 E' possibile utilizzare modelli con basso grado di identità (fino al 20%);

 Genera modelli fino a 500 amminoacidi;

 E’ possibile fare allineamenti multipli (fino a 3 contemporaneamente).

 L'operatore fornisce la query che viene confrontata e allineata, tramite PSI-BLAST, con tutte le voci 
presenti nella banca dati di PDB;

 L'utente seleziona le voci che vuole siano utilizzate nella modellizzazione molecolare.

 Il server calcola la predizione di struttura della query basandosi su ciascun templato e ne calcola la 
percentuale di accordo. 

 In caso di selezione di più templati è visualizzato lo scarto quadratico medio tra il carbonio α e i 
vari templati.

 Le restrizioni degli angoli e le distanze tra gli atomi vengono calcolati a partire dall'allineamento 
con i templati 3D, per poi essere applicati sulla sequenza query. Per i gap vengono utilizzati calcoli 
statistici.

 Il software utilizzato per calcolare le restrizioni è CNS.

 Alla fine del processo di modellizzazione molecolare si riceve una e-mail in cui è fornito un 
indirizzo internet dove sono presenti i risultati (disponibili per 7 gg). E' possibile utilizzare questi 
risultati on line o scaricarli sul proprio pc in formato .archive.tar.gz

 In output vengono rilasciati i modelli 3D che soddisfano le restrizioni nel migliore dei modi.

 Vi possono essere porzioni che non vengono risolte basandosi sui templati; queste possono essere 
particolari domini che vengono ricostruiti usando templati  di proteine omologhe.





segmento modelling

% identità

Link del’allineamneto
Link NPSA

Templato selezionato







Template 

information 

(Sov)

Alignment 

Identity

Secondary

pdb2br9A_0 68.0% ali_antheprot

ali_clustalw

pdb2c23A_0 100.0% ali_antheprot

ali_clustalw

pdb2ijpC_0 26.0% ali_antheprot

ali_clustalw

- Template at each amino acid position :

-Sequence of this chain : 

MDKSELVQKA KLAEQAERYD DMAAAMKAVT 

EQGHELSNEE RNLLSVAYKN      VVGARRSSWR 

VISSIEQKTE RNEKKQQMGK EYREKIEAEL 

QDICNDVLEL      LDKYLIPNAT QPESKVFYLK 

MKGDYFRYLS EVASGDNKQT TVSNSQQAYQ      

EAFEISKKEM QPTHPIRLGL ALNFSVFYYE 

ILNSPEKACS LAKTAFDEAI AELDTLNEES 

YKDSTLIMQL LRDNLTLWTS ENQG 



Stereochemical quality of models with PROCHECK :

Model1 core       allowed   generously  disallowed            

83.7%       14.0%        1.8%        0.5%    

-ramachandran plot : jpeg postscript

-ramachandran plots for all residue types : jpeg postscript

-main-chain parameters : jpeg postscript

-side-chain parameters : jpeg postscript

-residue properties : jpeg postscript

Model  2 86.4%       11.3%        1.8%        0.5%               

-ramachandran plot : jpeg postscript

-ramachandran plots for all residue types : jpeg postscript

-main-chain parameters : jpeg postscript

-side-chain parameters : jpeg postscript

-residue properties : jpeg postscript

Model  3 84.2%       14.0%        0.5%        1.4%              

ramachandran plot : jpeg postscript

-ramachandran plots for all residue types : jpeg postscript

-main-chain parameters : jpeg postscript .

-side-chain parameters : jpeg postscript

-residue properties : jpeg postscript

http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_01.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_01.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_02.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_02.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_04.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_04.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_05.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_05.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_06.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_1_06.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_01.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_01.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_02.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_02.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_04.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_04.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_05.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_05.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_06.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_2_06.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_01.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_01.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_02.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_02.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_04.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_04.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_05.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_05.ps
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_06.jpg
http://geno3d-pbil.ibcp.fr/tmp/MODELING/2008052912542721280/model_3_06.ps






Models energy (kcal/mol):

. model  1 :  -11081.70                                             

. model  2 :  -11577.00                                                   

. model  3 :  -11479.00

-Structural agreement between models                      

(RMSD in angstrom) :

Model 

1

Model 

2

Model 

3

Model 1 0.00 0.75 0.78

Model 2 0.75 0.00 0.69

Model 3 0.78 0.69 0.00

- Number of violation of these intrachain 

restraints :

MChain Other

Model  1 205( 2.70%) 111( 1.40%)

Model  2 114( 1.50%) 65( 0.80%)

Model 3 167( 2.20%) 95( 1.20%)



Sviluppi futuri:

- modellizzazione di dimeri;

-Includere il ligando nel processo di modellizzazione molecolare;

-possibilità di caricare allineamenti personali.



Se ci troviamo nella situazione intermedia 

dobbiamo fare altre valutazioni

Confronto della predizione di struttura secondaria

Residui idrofobici interni conservati

Ponti a disolfuro conservati

Pattern funzionali conservati



che viene usata come STAMPO.

Permette di costruire la struttura 

tridimensionale di una proteina

sulla base della SIMILARITÀ DI SEQUENZA con 

un’altra proteina

di struttura NOTA



1. Allineamento di sequenza con la/le proteina/e 

“stampo”

Passi fondamentali

4mdh.aa     1   SEPIRVLVTG AAGQIAYSLL YSIGNGSVFG KDQPIILVLL DITPMMGVLD 

11BMD       1   KAPVRVAVTG AAGQIGYSLL FRIAAGEMLG KDQPVILQLL EIPQAMKALE 

                  *.** *** *****.**** . *. * ..* ****.** ** .*   *  *. 

  

4mdh.aa    51   GVLMELQDCA LPLLKDVIAT DKEEIAFKDL DVAILVGSMP RRDGMERKDL 

11BMD      51   GVVMELEDCA FPLLAGLEAT DDPDVAFKDA DYALLVGAAP RKAGMERRDL 

                **.***.*** .***  . ** *  ..****  * *.***. * *. ****.** 

  

4mdh.aa   101   LKANVKIFKC QGAALDKYAK KSVKVIVVGN PANTNCLTAS KSAPSIPKEN 

11BMD     101   LQVNGKIFTE QGRALAEVAK KDVKVLVVGN PANTNALIAY KNAPGLNPRN 

                *  * ***   ** **   ** * ***.**** ***** * *  *.**..   * 

  

4mdh.aa   151   FSCLTRLDHN RAKAQIALKL GVTSDDVKNV IIWGNHSSTQ YPDVNHAKVK 

11BMD     151   FTAMTRLDHN RAKAQLAKKT GTGVDRIRRM TVWGNHSSTM FPDLFHAEVD 

                *. .****** *****.* *  *   * .. .  .*******  .**. ** *  

  

4mdh.aa   201   LQAKEVGVYE AVKDDSWLKG EFITTVQQRG AAVIKARKLS SAMSAAKAIC 

11BMD     201   GRP----ALE LVDME-WYEK VFIPTVAQRG AAIIQARGAS SAASAANAAI 

                 ..      *  *  . *     ** ** *** **.* **  * ** ***.*   

  

4mdh.aa   251   DHVRDIWFGT PEGEFVSMGI ISDGNSYGVP DDLLYSFPVT IKDKTWKIVE 

11BMD     246   EHIRDWALGT PEGDWVSMAV PSQGE-YGIP EGIVYSFPVT AKDGAYRVVE 

                .*.**  .** ***. ***..  *.*. **.* . ..******  ** . ..** 

  

4mdh.aa   301   GLPINDFSRE KMDLTAKELA EEKETAFEFL SSA                   

11BMD     295   GLEINEFARK RMEITAQELL DEMEQVKALG LI                    

                ** **.*.*  .*..** **  .*.*    .                        

 

* aa identici

. aa simili



2. Costruzione dello scheletro



3. Visualizzazione delle catene laterali e 

risoluzione di ingombri sterici



4. Inserimento dei loop corrispondenti a 

“buchi” nell’allineamento



5. Ottimizzazione del modello

Minimizzazione 

energetica

Regolarizzazione 

di legami, angoli e 

torsioni

Eliminazioni di 

clash strutturali



fisica24ore

6. Controllo della qualità del modello



Le proteine cambiano molto rapidamente la loro sequenza.

Difficile indicare il grado di similarità necessario per

dimostrare in modo non ambiguo che due proteine siano

OMOLOGHE.

Doolittle dichiara:
1. Se due sequenze sono più lunghe di 100 aa e l’identità è

maggiore del 25% esse sono plausibilmente correlate

2. Se l’identità è tra il 15-25 % potrebbero essere correlate

3. Se l’identità è sotto il 15% probabilmente non sono

correlate

























Siti di glicosilazione, siti attivi, siti antigenici….devono essere esposti





-1

1

15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245 255 265

monomer

dimer

PROSA II



Quando l’identità di sequenza fra proteine si

trova sotto il 25%

un altro metodo di procedere è quello di

utilizzare metodi di riconoscimento di fold

basati su profili e quelli detti di THREADING



Metodi basati sui profili:
Ciascun aa ha delle proprietà che possono essere derivate 

dall’analisi di proteine a struttura nota per ogni aa

Frequenza relativa ad essere presente nelle strutture secondarie 

note

Frequenza con cui è osservato sulla superficie di una proteina

Frequenza con cui è osservato in un ambiente idrofobico

Ci sono 18 combinazioni 3 per struttura secondaria 3 per 

l’esposizione 2 per l’ambiente

Per cui l’amminoacido nella sequenza sarà sostituito da una lettera 

corrispondente ad una delle 18 combinazioni

Se l’operazione viene applicata per tutte le sequenze di struttura 

nota la banca dati diventerà lineare



Metodi di THREADING=infilare

Questi metodi fanno qualcosa di molto simile

a infilare una sequenza nella catena

principale delle strutture note. Si ottengono

così tanti possibili modelli della proteina

usando come templato le proteine di struttura

nota. I passi successivi sono la valutazione

della “bontà” dei modelli approssimati e la

selezione di uno o più con punteggio minore

da un punto di vista energetico.









ESEMPIO TIPICO DI RISPOSTA DI 

PHYRE 

ALLINEAMENTI POSSIBILI 

FORNITI DA PSI-BLAST



PRIMA ANALISI DELLA QUERY



PROBABILI FUNZIONI DELLA 

QUERY



GLI ALLINEAMENTI CON 

MAGGIORE PUNTEGGIO







ALLINEAMENTO MIGLIORE



CONSERVAZIONE, TRACCIA 

EVOLUTIVA E PREDIZIONE DI 

STRUTTURA SECONDARIA



STRUTTURA SECONDARIA E SITI 

FUNZIONALI



CODICE SCOP = Structural 

Classification Of Proteins



View Model



MODELLO DELLA d3sdh_a



CONFRONTO CON PROTEINA COL 55% 

D’IDENTITA’: d1sct_b

Vedi l’allineamento



MODELLO OTTENUTO USANDO COME 

TEMPLATE d1sct_b



CONFRONTO CON PROTEINA COL 

13% D’IDENTITA’: d2gdm

Vedi l’allineamento



MODELLO OTTENUTO USANDO COME 

TEMPLATE d2gdm



Il benchmark di un metodo predittivo

Farlo da soli utilizzando i vari metodi richiederebbe

molto tempo e spazio di calcolo.

EVA è un server che ogni giorno scarica dal PDB le

nuove strutture ne estrapola la sequenza e prova

usando i vari metodi predittivi ad ottenere una

struttura usando similitudine di sequenza non

superiore al 33% solo automatic servers

CASP (critical assessment techniques for protein

structure prediction)



SARS 1

Comparsa nel 2003 di un nuovo virus

Sequenziamento del genoma completo

?

NC_004718

Identificazione della classe di appartenenza
Coronavirus ssRNA 

Identificazione delle proteine espresse 

Identificazione delle proteine responsabili 

dell’attacco alla cellula ospite 

14 proteine

Spike protein

Identificazione della struttura delle 

proteine di interesse

S1 + S2



Cosa si può fare con la bioinformatica

Identificazione di una nuova specie Sars CoVirus

Determinare in tempi brevi la struttura 

di alcune proteine 

Spike protein

Peplomero

Elicasi

Drug designe

Diagnostic kits

Vaccine 



Sequenza nucleotidica 

Sequenza amminoacidica 

Modelling 

Metodi bioinformaticidi predizione strutturale 

Struttura Tridimensionale 



S1 1Q4Z S2 1Q4Y

1G9D neurotoxin B of Clostridium botulinum

15% identity

49% positivity

5% gaps



SARS 2

SEM Scanning Electron Microscopy Struttura 

quaternaria

Trimero della spike protein sulla superficie

Ricostruzione del trimero con approccio bioinformatico



Struttura di S1 ed S2 precedentemente modellate

Docking molecolare tra le due subunità

S1 testa globulare del peplomero con attività di legame al 

recettore cellulare

S2 gambo del peplomero

1 step: modelling del gambo di S2 coiled coil e HRregion

2 step: allineamento di 253 sequenze di S1

alcuni residui sono sempre conservati

3 step: tasca idrofobica necessaria per l’assemblaggio del 

peplomero





Ricostruzione del 

peplomero

Orientazione di 

S1+S2 

Siti glicosilazione 

esterni

Siti idrofobici 

interni



Peplomer 1T7G Brevettato per potenziali farmaci



SARS 3

SCV helicase inibirne il funzionamento per impedire al virus di 

replicarsi

Drug designe: necessario conoscere la struttura terziaria

NP_828870 sequenza amminoacidica

Modelling

Template 1UAA Rep helicase of E. coli



L’analisi della sequenza mostrava due 

domini funzionali 

Metal Binding Domain + Hel domain

MBD ricco di cisteine e istidine complessante 

lo zinco > inibita dal bismuto > come ?



Confronto con altre elicasi che presentavano un MBD

Arterivirus helicase possiedono un MBD complessante 

4 atomi di zinco

Possibili modelli presenti in altre proteine 

Zn2Cys6 GAL4-like protein

Zn2Cys4His2 RAG1 domain

Ricostruzione della struttura geometrica tetraedrica









ALBUMINA

Albumina umana > cristallo

Albumina bovina > modello

Albumina ratto > modello

Albumina suino > modello

Valutazione sperimentale della loro 

reattività nei confronti di diversi tioli

Sequenze molto simili spiegazioni 

attraverso le strutture



Valutazione sperimentale della loro 

reattività con diversi tioli:

Glutatione

Cistina

Omocisteina

Time (min.)
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Alb-CSH

Alb-HCH

Alb-GSH



CYS con 

HIS

CYS con 

HIS+

Variazioni del pH influenzano 

l’esposizione della cisteina 

Flip-Flop





Quali sono le differenze strutturali che spieganio il 

differente comportamento delle 4 albumine?



ADP

Due proteine:

Adenosina Kinasi che lega ATP+Adenosine dà ADP +AMP

Adenilato Kinasi che da ATP + AMP fornisce 2 ADP

Sistema in cui c’è una miscela delle due proteine ma non c’è ATP 

viene fornito solo AMP si forma ADP ?



Adenosina Kinasi



Adenosina 

Prima e dopo

la dinamica



Adenilato

Prima e dopo

la dinamica





PIVIII

Monomero di HN



Dimero di HN prima del legame con il recettore cellulare



Dimero di 

HN dopo 

del legame 

con il 

recettore 

cellulare



Costruzione del trimero della 

proteina F



Trimero della proteina F di 

fusione 









INTEGRATED PROJECT

MUCOSAL VACCINES FOR POVERTY-RELATED DISEASES

MUVAPRED

Project Summary

Human Immunodeficiency Virus and Mycobacterium tuberculosis enter the human

body at mucosal sites. The aim of the present project is to develop mucosally

delivered vaccines against HIV and TB which will induce local immunity able to

neutralise the pathogens at their port of entry and systemic immunity able to prevent

systemic spread of the infection. The possible development of mucosal vaccines

against malaria will be also investigated. The trust of the project derives from the

recent proof of concept that mucosal vaccines are feasible in humans.

While the first trials are performed, new systems to deliver mucosal vaccines and

basic mechanisms of mucosal immune responses and memory in humans will be

studied. This will allow better understanding of the clinical results and optimisation of

second generation vaccines to be tested in Developing Countries during the second

phase of the project.

Phase I trials

in EU

Phase I  trials in

Africa

Vaccine candidates

Antigens Adjuvants
Delivery 

systems

Pre-clinical testing
Mice

Guinea Pigs (TB)

Monkeys 

Vaccine 

candidates 

for EDCTP

New vaccines for poverty

MUVAPRED

Project structure

Development of new promising vaccine candidates (Subproject 1)

1                 2                 3                4              5   YEARS

Indicative timelines of the main activities 
Development of new promising vaccine candidates

Comparative testing in animal models

Phase I trials in EU with available candidates

Clinical trials in Africa

Phase I clinical trials with new vaccine candidates

Correlates of protection

web site: http://www.mucosalimmunity.org/muvapred/

Project coordinator: R. Rappuoli, Chiron Srl EC contribution : 

15.250.000 Euro

Starting date: 1st December 2003

Duration: 5 years

Participants: 24 from 10 countries

Objectives

• Phase I clinical trials in Europe with the available mucosal antigens against HIV/AIDS and TB (two to three

vaccine candidates).

• Second generation, optimised vaccine candidates against HIV/AIDS, TB and malaria (antigens, adjuvants,

delivery systems).

• Selection of the most promising vaccine candidates by comparative testing in animal models

• Phase I clinical trials in Europe with new vaccine candidates developed by the consortium

• Phase I clinical trials in Africa with the vaccine candidates that have proven to be safe and immunogenic in

the first clinical trials in Europe Participants
Chiron Italy, Imperial College of Science UK, University of Goteborg Sweden, University of Siena Italy, Institute Pasteur

France, Istituto Superiore di Sanità Italy, Institute for Research in Biomedicine CH, Max-Planck-Institute, Germany

University Hamburg Germany,Trinity College Dublin Ireland, Serum State Institute Denmark, Consiglio Nazionale delle

Ricerche Italy, Istituto Humanitas Milano Italy, German Arthritis Research Center DRFZ Germany, St George’s Vaccine

Institute UK, Institute of Microbiology Czech Republic, CAMR UK, University of Florence Italy, Centre-Hospitalier-

Universitaire Ignace Deen Guinea, University of Lausanne Switzerland, ALTA Srl Italy, LIONEX Diagnostic & Therapeutics

GmbH Germany, INOTECH AG Switzerland
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GMP
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Phase I
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Sub-project 3

Human studies

MUVAPRED
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