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	Queste sono trascrizioni fatte da me quando, prima dell’esame, ripetevano i “SommiMinistri”:  Mauro-Flavia-Simone-Giorgia-Sara-Laura. Essi forse non sono appunti molto buoni, ma molti studenti hanno chiesto un aiuto e come dice anche il nostro prof. Falconi: “piuttosto che niente meglio piuttosto”. 

Vi suggerisco di leggerli tenendo sotto d’occhio le slide del prof. Falconi sia per le immagini sia per verificare che non abbia aggiunto o tolto degli argomenti.

Spero gradiate questo “piuttosto”. Buono Studio!
SommoFabio

Note: gli appunti iniziano da metà lezione n°5 il resto l’ho fatto a mano… provvederò ad aggiungere anche le prime lezioni, probabilmente con delle scannerizzazioni. 
	Trascrizioni delle ripetizioni prima dell’esame dei SommiMinistri.


In generale quando 2 frequenze di lunghezza simile si dice che è dell’ordine di n2. 
Un algoritmo che considererebbe tutti i possibili gap in tutte le possibili posizioni sarebbe troppo lento allora viene utilizzato un metodo grafico che è la Matrice di Punti (DOT MATRIX) in cui metto sulla prima riga la Quary Sequence e sulla prima colonna il Template. Dove ci sono omologie di frequentasi inserisce un asterisco e il miglior allineamento possibile sarà visualizzato dalla diagonale. Salti della diagonale rappresentano i GAP. L’asterisco che io inserisco può essere dovuto anche al caso e non ad una omologia vera e propria (ci sono solo 20 amminoacidi) e titti questi punti dovuti al caso creeranno il cosiddetto rumore di fondo e per ovviare a questo problema si utilizzano finestre più piccole di solito 5x5 aa e se almeno 60% degli aa di questa finestra hanno una similarità metto un asterisco al centro di questa finestra. 
METODI PER LA VALUTAZIONE DEL PUNTEGGIO:

Oltre alla Matrice di Punti vi sono anche le Matrici di Sostituzione. Nella matrice di punti abbiamo la rappresentazione grafica con asterischi dell’allineamento. Nella Matrice di sostituzione invece si assegna un punteggio ad ogni amminoacido ricavato con la frequenza di sostituzione di un aa con un altro aa (nelle PAM che sono queste matrici di sostituzione) e noi possiamo definire i caratteri per assegnare questi punteggi: ad esempio possiamo:

· raggruppare gli aa in classi per simile natura chimica fisica. Quando 2 aa simili hanno similarità assegno un punteggio pari a 1, se invece la coincidenza avviene tra amminoacidi di diversa natura attribuisco un punteggio di -1
· un altro modo può essere quello di attribuire un punteggio maggiore di 0 più grande agli aa identici e un punteggio positivo ma minore a quelli simili e un punteggio negativo per amminoacidi di natura diversa.

Così ottengo una Matrice di Sostituzione che mi associa un punteggio ad ogni coppia di amminoacidi.

I valori delle PAM sono stati ricavati da statistiche di sostituzione amminoacidiche (es. Asp(Glu).
Quindi: Matrice di Punti da una rappresentazione per aa uguali e possono essere rettangolari (n e m). Mentre la Matrici di Sostituzione (PAM) sono quadrate e offrono dei valori più significativi per comprendere la similarità. 

Matrici di Punteggio PAM (SCORING MATRIX)  si ricavano dalla Matrice PAM di probabilità di sostituzione. Le Scorino Matrix sono quelle che utilizzano i programmi di allineamento.

Posso moltiplicare i valori delle matrici 1 PAM per se stesse ottenendo matici PAM ad indice più alto che utilizziamo per confronti di sequenze filogeneticamente più distanti. Quindi uso PAM ad Indice Alto per sequenze filogeneticamente lontane, PAM ad Indice Basso per sequenze filogeneticamente vicine. 1 PAM= 1 Percent Accepted (by natural selection) Mutation  (Quando devi verificare la similarità di sequenze che tu non conosci ti conviene iniziare a fare le analisi con una PAM di indice alto per evitare che il rumore di fondo sia troppo alto)
Matrici BLOSUM (BLOck SUbstitution Matrix):

A differenza delle Matrici PAM che estrapolano i alori dalla matrice PAM1, le Matrici Blosum sono basate sulla Banca Dati BLOCKS che contiene una collezione di allineamenti multipli di segmenti che hanno una similarità tra il 30-95%. L’indice della Blosum è al contrario di quello della PAM nel senso che nelle Matrici Blosum ad Indice Alto utilizzate per sequenze ad alta similarità.
La PROGRAMMAZIONE DINAMICA è un processo matematico che permette di valutare la similarità locale o globale. È un set di relazioni ricursive che permettono di lavorare su dei sottoproblemi. 

Ci sono 2 tipi di similarità: SIMILARITÀ LOCALE e SIMILARITÀ GLOBALE:
· Similarità Globale è utilizzata per determinare la similarità totale tra 2 sequenze. Si sommano i vari valori (ottenuti da una matrice di sostituzione) lungo la diagonale e il punteggio maggiore (poiché noi cerchiamo sempre il punteggio maggiore) si otterrà nell’ultima linea o nell’ultima colonna in quanto con questo metodo i punteggi della matrice sono solo punteggi positivi. Ricorda: se si va fuori dalla diagonale si penalizza di 5 punti.
· Similarità Locale è utilizzata per trovare la similarità tra 2 domini proteici. Cioè determinare aree della sequenza che corrispondono a determinati domini proteici 
Si utilizzano gli Algoritmi di Needleman e Wunsch (1970)(per Allineamento Globale (solo valori +)





     Smith e Waterman (1981)(per Allineamento Locale (valori +/- )
Allineamento Globale: nell’andare a calcolare il punteggio io sommerò i punteggi lungo la diagonale e quando andrò al di fuori della diagonale, quindi o in orizzontale o in verticale, penalizzerò di -5 punti. 

Nell’ Allineamento Locale nella matrice si utilizzano sia valori positivi che negativi. Quando ottengo un punteggio negativo lo azzero e quello sarà l’inizio di un nuovo allineamento locale. 

Nell’allineamento globale bisogna arrivare sempre nell’ultima riga ed erano solo valori positivi, non potevi arrivare a valori negativi. 

Negli allineamenti locali invece hai sia valori positivi che negativi e quando ottieni solo valori negativi interrompi l’allineamento. Quindi in questo caso il punteggio maggiore lo si può avere anche all’interno della diagonale. (È un metodo esatto)
METODI EURISTICI DI ALLINEAMENTO (lez6)
Questi metodi di Programmazione Dinamica che abbiamo visto (Allineamento Globale e Locale) sono metodi perfetti, nel senso che alla fine trovi degli allineamenti perfetti quindi puoi vedere anche le distanze filogenetiche… e puoi anche vedere le interferenze che hanno i Gap. Però utilizzano degli algoritmi che risultano si veloci per analizzare la similarità tra 2 sequenze ma risultano lenti per analizzare le sequenze di un Data Base. 
Sono stati inventati i cosiddetti Metodi Euristici basati su delle ipotesi che non sono vere al 100% ma sono molto probabili. Praticamente la ricerca è resa più veloce a discapito della certezza di aver trovato veramente la soluzione migliore. Questi metodi sono principalmente 2: BLAST (più utile per gli allineamenti proteici) e FastA (più utile per gli acidi nucleici).
FastA si basa sul metodo di indicizzazione delle parole (ovvero di frammenti) della sequenza query che noi vogliamo analizzare. Questo significa che noi frammentiamo tutta la stringa in frammenti di lunghezza Ktup(=1-3 per proteine; 4-6 per gli acidi nucleici). Una volta che abbiamo indicizzato (ovvero vedere ogni quante volte si ripete quel frammento) vai quindi a cercare quei frammenti, con lo stesso ktup (cioè stessa lunghezza) all’interno del Data Base. Ti devi dividere la quary sequence in “overlapping words”, mentre quelli del database sono già divise. A questo punto fai gli allineamenti (come facevamo nelle Dot Matrix) e cerchi soltanto gli allineamenti maggiori (i 10 punteggi maggiori, cioè cerchi nel grafico le linee più lunghe poiché i frammenti piccoli sono dovuti al caso). Tra questi allineamenti maggiori restringi il campo a soltanto 30 aa lateralmente, vi possono essere infatti frammenti anche lunghi che però discostano troppo lateralmente dalla diagonale, quindi quelli non li calcoli più e conservi solo quelli vicini alla diagonale. (Questa è una debolezza dei FastA in quanto ci sono proteine con Gap superiori ai 30 aa). Quindi questo metodo è sempre lento ma meno dei metodi con Programmazione Dinamica. A questo punto puoi ricercare un allineamento utilizzando i metodi di Programmazione Dinamica (visti prima) così da avere alla fine un metodo certo (ricordiamo che i metodi di Programmazione Dinamica sono metodi certi). 

FastA non è buono per trovare sostituzioni conservative(aa simili)anche se usare un Ktup piccolo aiuta a ridurre l’errore. 
Z-Score: calcola quanto un singolo punteggio si discosta dai risultati attesi. È un parametro che viene utilizzato per verificare se i risultati ottenuti con i metodi Euristici sono significativi.
Z-score=  Punteggio – punteggio medio
   Z-score>5 il punteggio viene considerato significativo.

          Deviazione standard            Z-score=0 la similarità non è migliore alla media e potrebbe essere dovuta al caso

E-value: ci dice quanto spesso si potrebbe trovare una sequenza con una data similarità in un particolare database, 
solo per caso, anche se le sequenze sono random. E-value risultano più alti per grandi Data Base.
Esso ci indica che la probabilità di ottenere quel punteggio per caso è bassa. 

(dovrebbe indicare quei risultati che hanno raggiunto 5 solo per caso)
  E-value<0.02 ( punteggio considerato significativo

1<E-value<0.02 ( c’è incertezza
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  E-value>1( punteggio NON significativo

BLAST: come in FastA dividi la sequenza query in frammenti più piccoli che devi ricercare nel Data Base. Questi frammenti li dividi secondo un parametro W (se per esempio v=3 prendi 3aa) e questi frammenti si chiamano W-mers. Questi W-mers li vai a cercare nel database e vai anche a cercare le similarità con la quary sequence che potrebbero essere conservative. Praticamente vai a cercare qualsiasi possibile frammento e con una tabella di sostituzione vai ad assegnare a ogni frammento trovato un punteggio, prendendo solo i frammenti con un punteggio al di sopra della soglia T). Questi W-merz verrano quindi ampliati finchè non si raggiungerà un punteggio negativo o si può andare oltre fino al parametro X che ci dice fino a che valore negativo posso estendere gli HSP (high-scoring segment pair).
Questo metodo lo si può fare in modo + veloce: visto che il 90% del tempo del programma è impegnato nell’allungamento dell’HSP, con il metodo Two-hit method BLAST si considerano solo i casi in cui almeno 2 hits indipendenti si verifichino in vicinanza tra loro, ad una distanza non superiore ad A, sulla stessa diagonale (allineabili senza Gap).
Dato il numero di sequenze omologe 

Si fa l’allineamento a coppie con tutti i punteggi sommati degli allineamenti a coppie da qui si prendono le sequenze a punteggio + alto e si raggruppano in un cluster con sequenze omologhe

Allineamento Multiplo di Sequenze (MSA)

Noi prendiamo un numero di sequenze omologhe

Determiniamo tutti i possibili allineamenti a coppie

Ci costruiamo un albero guida costruito grazie ai punteggi di similarità delle sequenze omologhe

E partendo dalla coppia con il punteggio più alto individuiamo i cluster che fissano l’allineamento

L’allineamento Multiplo è una strategia che serve per analizzare la similarità tra 2 sequenze e si basa sullo stessi principio a quello del confronto a coppie di sequenze solo che non si confrontano query sequence con sequenze template ma si confrontano sequenze query con sequenze template che appartengono generalmente alla stessa famiglia di proteine. In modo tale che quando durante l’allinemento trovi una regione di alta similarità e quindi una regione ripetuta sia nella query che in tutti i template che tu vai a confrontare vuol dire che questa regione con molta probabilità è il sito attivo della proteina. Mentre tutte le altre regioni di non omologia ci possono indicare tutte le regioni dei vari loop e regioni solo strutturali. 

PREDIZIONE DELLA STRUTTURA SECONDARIA DI UNA PROTEINA:
L’informazione della struttura secondaria è contenuta nella struttura primaria. Sono infatti le catene laterali degli amminoacidi che determineranno la struttura. Quindi basta analizzare un gruppo (una finestra) di amminoacidi alla volta per comprenderne la struttura. La nostra attenzione si focalizza sulle α-elica e sui foglietti-β.
METODO CHOU-FASMAN: (sottostima i foglietti-β) si assegnano ad ogni aa un set appropriato di parametri P: 

P(H)(per α-elica e P(E)( per  i foglietti β  
Per l’α-elica quando troverai 4 su 6 aa hanno un P(H)>100 allora quello sarà il centro di nucleazione dell’α-elica, questa regione la espanderò sia a destra che a sinistra finché non troverò una regione con 4 aa avranno una media di P(H)<100.

Per il foglietto-β quando troverai 3 su 5aa hanno un P(E)>100 allora quello sarà il centro di nucleazione dell’foglietto-β, questa regione la espanderò sia a destra che a sinistra finché non troverò una regione con 4 aa avranno una media di P(E)<100. 

METODO GOR: (accuratezza ~64%) sottostima il foglietto-β usa una finestra composta da 17 aa

NEURAL NETWORK (Reti Neurali): (accuratezza ~70-75%) sono delle macchine che simulano il funzionamento del cervello animale. Queste macchine fornendogli dei “training set” vengono allenate a riconoscere patterns di strutture secondarie conosciute. Test Set: test per vedere se il training set ha avuto il successo. 
Vengono usati grafici di idrofobicità per le proteine di membrana e vengono anche utilizzati per predire le strutture secondarie dell’mRNA. Gli RNA hanno la loro specificità grazie alla loro struttura secondaria che è determinata dal numero di legami H- Più ci sono stemps, cioè appaiamenti, nella struttura e più la struttura sarà termodinamicamente parabile per omologie più basse (???) perché l’energia è più stabile. Mentre gli elementi a fingolo filamento sono destabilizzanti (contributo positivo o nullo di energia).
Predire la struttura secondaria dell’mRNA è più difficile perché non sempre vi è un unico ripiegamento per molecole di mRNA e inoltre molecole grandi di RNA non si ripiegano nella loro struttura a energia minore ma man mano che vengono sintetizzate e infine non vengono nemmeno calcolate le possibili interazione fra RNA e proteine ribosomali.

Le Reti Neurali a differenza delle Macchine di Von Neumann (di cui non sappiamo niente…vabè…) 
La Neural Network riproduce capacità del cervello umano e trae informazioni utili da una serie di dati disordinati e confusi e vengono utilizzati per riconoscere le strutture secondarie delle proteine (ma anche per riconoscere volti, voci, firme…). Esse sono formate da una grande serie di processori altamente interconnessi che lavorano insieme per risolvere un problema comune.

Le Neural Network hanno una architettura a strati. Uno strato sovrastante che comunica con uno strato sottostante viene detto Ricorrente. Gli strati possono essere visibili o nascosti e sono in grado di apprendere dai file che gli vengono forniti (training set). La Rete Neurale, in base ai training set, modifica i pesi dei vari Input cioè toglie tutti gli ostacoli per poi ottenere l’Output desiderato (così lo ha spiegato il professore). Poi questi risultati vengono valutati in base a dei “Test Set” che sono dei dati che non sono contenuti nei Training Set ma di cui già si conosce l’Output.
Altre caratteristiche dei Neural Network: 

risposta continua; tolleranza agli errori e ai quanti (??) in quanto sono un gran numero di processori e la velocità di memorizzazione. Però essa agisce come una scatola chiusa, ovvero quando funziona non si sa come sta funzionando ed è difficile dedurre gli algoritmi che ha utilizzato. 

Le Catene di Markov: Markov dice che la probabilità che un evento avvenga è data dalla successione degli eventi precedenti. K=0 si moltiplica la frequenza degli elementi  K=1 si moltiplica.
HMM (Hidden Markov Models): calcola la transizione da uno stato all’altro. Uno stato può essere un residuo amminoacidico oppure la posizione in una struttura e nell’HMM non si conoscono gli strati che sono nascosti mentre i non nascosti sono i simboli messi dagli strati. Se la catena è di 1° grado dipende solo dall’ultimo elemento precedente, se è di secondo grado dipende dagli ultimi 2 elementi.
PANORAMICA DEI METODI DI PREDIZIONE DELLA STRUTTURA TERZIARIA

Abbiamo la Sun-zone, la Twilight-zone e la Night-zone.

· Nella Sun zone abbiamo ad esempio il Modeling per Omologia. Le tecniche della sun zone possono essere applicate se abbiamo una identità di sequenza di almeno il 35% circa con una proteina a struttura nota.

· Nella Twilight zone abbiamo ad esempio le tecniche del Fold Recognition che si dividono in "metodi basati sui profili" e "thereading". Quindi il threading e il metodo basato sui profili sono cose ben diverse, seppure rientrano nell'ambito delle tecniche di predizione dei fold di una proteina.
Le tecniche di questa "zone" possono essere applicate se abbiamo una identità di sequenza di almeno un valore compreso tra 15 e 35% circa.

· Nella Night zone abbiamo ad esempio i metodi di Predizione Ab Initio e De Novo (Montecarlo, Rosetta ecc...). Queste tecniche servono sempre per predire la struttura tridimensionale delle proteine.

Le tecniche di questa "zone" vengono applicate se abbiamo una identità di sequenza inferiore al 15% circa. Questo implica la non necessità di un template.

La similarità è fondamentale perché a sequenze simili corrispondono strutture simili.

E' chiaro che la precisione e l'affidabilità di questi metodi va decrescendo dalla sun zone alla night zone.

MODELING PER OMOLOGIA

Il Modeling per Omologia è una una strategia computazionale che è utilizzata per predire la struttura 3D delle proteine partendo dalla struttura primaria (dagli aa) basandosi su strutture tridimensionali note di altre proteine (Template) possono essere state ottenute con la cristallografia ai raggi X oppure con al NMR (Risonanza Magnetica Nucleare).
Un template per essere preso in considerazione deve avere il 40% (o almeno 30%) di omologia aminoacidica (deve stare nella Sun-zone).
I fattori da considerare in un template sono: il pH, i ligandi all’interno, la famiglia di proteine da cui proviene e la risoluzione del template stesso (?).

Quindi questa strategia è indirizzata soprattutto per quelle proteine per le quali non sono possibili questi metodi per ricavarne la struttura 3D.

I principi su cui si basa questa tecnica sono: 
· regioni omologhe presentano generalmente la stessa sequenza, poiché residui che sono coinvolti nella stessa attività biologica hanno una stessa organizzazione topologica (hanno una stessa conformazione)

· regioni di loop, quindi le regioni di non appaiamento, permettono sia inserzioni che delezioni aminoacidiche senza modificare la 3D della proteina. Infatti nella costruzione della 3D la regione dove puoi variare è proprio quella dei loop. 

Partendo da una struttura primaria della nostra proteina query, vado a ricercare nel Data Base (utilizzando FastA o BLAST in PDB) proteine simili e la similirarità la valuto con un parametro detto RMSD che è misurato in Ångstrom (si misura con la sommatoria delle distanze tra i Carboni α della proteina query e quella template / diviso il numero dei Carboni α) :


RMSD=0     ( struttura identica


RMSD=1-3 ( struttura simile


RMSD=>3  ( struttura diversa 

Quindi la struttura 3D della proteina che sto studiando la posso ricavare confrontandola con la struttura delle proteine del Data Base. 
Passaggi per il Modeling per Omologia: 
1.  Allineamento Target-Template 

2.  Correzione dell’allineamento Targhet-Template

3.  Backbone generation: crea la catena principale trasferendo le coordinate delle regioni conservate (SCRs) in struttura dai template alla proteina in costruzione

4.  Modeling dei loop: in base alle distanze dei carboni α del template si inserisconi i loop più appropriati

5.  Modeling delle Catene laterali: attraverso

6.  Poi ottimizzo i modelli

7.  Convalida del modello: poche torsioni non consentite, massimizzare la superficie interna idrofobica, massimizzare la superficie idrofilica all’esterno, minimizzare…

Se trovi degli errori alla fine devi ricominciare tutto da capo, non si possono fare delle correzioni, devi quindi rivalutare aa con aa con gli allineamenti… 

Differenza Diedri propri e impropri: quelli impropri sono quelli che noi decidiamo a priori.

DINAMICA MOLECOLARE CLASSICA (MD): con cui capisci le proprietà fisiche
È una simulazione delle interazioni che gli atomi hanno fra di loro. Questa può durare massimo 1-2 fs (femptosecondi=10-15 sec.) e per questo motivo si deve procedere per time step che deve essere di un tempo sufficientemente grande permettere una simulazione completa e sufficientemente piccolo per evitare troppi errori di calcolo. Non si può rappresentare la simulazione del folding perché dura troppo tempo, mentre la DM è adatta per studiare la struttura 3D delle proteine, le proteine intermembrana, permette di effettuare delle mutazioni per poi studiare il fenotipo wild-type per vedere l’effetto della mutazione e quindi la funzione del gene sano.
La simulazione permette di studiare le conformazioni indotte e le interazioni con i ligandi.

Per parlare di Dinamica Molecolare bisogna stabilire dei parametri detti FORCE FIELD che riguardano:
· Stiramento del legame: che è una buona approssimazione della legge di Hooke e vede l’allungamento e l’accorciamento del legame
· Piegamento dell’angolo: 

· Termine di Torsione: che riguarda i Diedri Propri e Impropri: 

Pirma della MD devono essere fissati dei Diedri Impropri che formano degli angoli che non ruotano durante la simulazione.
Quando si fa una MD si deve partire da delle coordinate di partenza ricavabili grazie ad analisi ai raggiX o NMR (Risonanza Magnetica Nucleare) e anche da un Set di Velocità Iniziale, e mantenendo una temperatura costante l’energia andrà sempre a diminuire per raggiungere la struttura più stabile.
Quindi all’interno dei programmi vi sono una serie di Algoritmi che calcolano le Forze (force field), topologia, coordinate, velocità, parametri di input  di una proteina così da avere una Traiettoria finale.
Possiamo utilizzare dei Modelli a Solvente implicito o a Solvente Esplicito:


Modelli a Solvente Implicito: non considerano l’acqua come un elemento extra sulla superficie. Questi sono modelli che rendono la simulazione più veritieria ma rendono il sistema molto più complesso.


Modelli a solvente Esplicito: si crea un Box di simulazione virtuale nel quale la nostra molecola è rappresentata più volta ed includendo anche il solvente che è l’acqua. Bisogna poi stabilire un Raggio di cut-off che parte dalla particella fino alla copia della particella stessa (ma senza comprenderla) ed analizzo le interazioni per quella particella solo all’interno di quel raggio. Il Raggio deve essere la metà del lato del box di simulazione (che non è sempre cubico).
L’acqua in tutto questo non deve evaporare. 

Input

fissazione della temperatura

calcolo distanza degli atomi

calcolo delle forze

calcolo delle nuove posizioni 

calcolo delle grandezze termodinamiche

Output

METODI PREDIZIONE FOLD
Modeling per Omologia; Threading (Fold Recognition); Ab inizio (de novo)
Modeling per Omologia: dobbiamo trovare una proteina di omologia di almeno il 40% e la cerchiamo nella Banca Dati NCBI.
Threading (Fold Recognition): dalla proteina query troviamo un certo numero di template, quindi abbiamo la proteina query foldata in vari modi e noi scegliamo quello che ha il punteggio migliore (minor energia: Etotal=Eenv+Epair+Egap)
Non tieni le proteine simili

Dai un tag ad ogni aa delle sequenze template in base alle sue caratteristiche strutturali chimico-fisiche

Vedi poi la similarità dei tag da cui ricavi i fold.

Ab inizio (de novo): “Piuttosto che niente meglio piuttosto” questo metodo si basa sui Metodi di MonteCarlo e Rosetta:


MonteCarlo: si basa su metodi statistici. Calcola la probabilità che l’omologia del fold si verifichi


Rosetta: si prendono in considerazione i fold di 3-4 amminoacidi per volta e poi si uniscono i vari fold formando un fold completo per la proteina.

LEZ 11 il DOCKING 

Date 2 proteine predire la strutt del complesso proteina-proteina, oppure proteina-ligando. 

3 modelli classici di interazione chiave-serratura (entrambi rigidi), induced fit (recettore flessibile, ligando rigido), presisting equilibrium followed by induced (recettore rigido, ligando flessibile): in cui il legame con il ligando non fa o fa variare la conformazione della proteina. Il docking è un approccio computazionale per la predizione di interazioni tra proteine o tra proteine e ligandi. Provare tt quelle molecole che possono interagire con la proteina query. 

3 FASI : 

POSING : se la conformazione e l’orientamento di un ligando si adatta al sito attivo genera + risultati.

RANKING : stima l’energia libera di legame in un modo molto accurato includendo anche l’entropia.

SCORING : sia il posino che il ranking implicano uno scoring. Lo score del posino è una misura rozza del fit (adattabilità) di un ligando nel sito attivo, quello del ranking cerca di stimare l’energia di legame.

Il docking serve in biologia molecolare e nella reational drug design
Si usa per produrre nuovi farmaci inibitori di proteine target. L’interazione è basata su legami idrogeno, ponti salini, contatti idrofobici interazioni idrostatiche. È una procedura difficile perché il num di conformazioni di un ligando è spesso molto elevato, allora si frammenta il ligando in parti rigide e flessibili: vengono sistemati quelli rigidi e poi tra loro quelli flessibili, campionando lo spazio conformazionale rimasto.

Docking proteina-proteina : entrambe le strutture vengono considerate rigide, 6 gradi di libertà, si esamina l’energetica delle possibili conformazioni di legame.

Docking proteina-ligando : il ligando è flessibile il recettore rigido, lo spazio di ricerca è + ampio, frammenti rigidi e flessibili.

3 modi per rappresentare il recettore : atomica, superficie, griglia; con il matching delle superfici si trova la trasformazione (rotazione + traslazione) che massimizzi il num di punti di superficie di matching tra recettore e ligando.

3 tipi di scoring : elettrostatico valuta i contributi energetici di Van der Walls e Coulomb empirico fatto con dati sperimentali knowledge basato su dati sperimentali di coppie di atomi, si approssima l’energia libera di ogni interazione di coppia come funzione della distanza. (analisi statistiche di distribuzione a frequenza osservata sperimentalmente)
Per garantire la flessibilità di almeno una zona del recettore si usa la dinamica molecolare, Monte Carlo. I programmi di docking sono : DOCK , AutoDOCK , Rosetta DOCK . Con DOCK si è trovato un inibitore della proteina dell’HIV , il Saquinavir, l’HIV senza la proteasi non matura.

UTILIZZO DOCK : si parte dalle coordinate cristallografiche del recettore target, si genera la superficie molecolare per la rappresentazione del recettore, si generano delle sfere per riempire il sito attivo in cui andranno gli atomi potenziali, i centri delle sfere vengono sovrapposti agli atomi del ligando per determinare un possibile orientamento del ligando; ad ogni molecola viene poi assegnato un punteggio di fit.

Gli step del docking sono i seguenti:

1. Cristallografia (vedo come è fatto il recettore) 
2. si crea una superficie del recettore

3. si creano delle sfere per il sito attivo

4. si sovrappongono i centri delle sfere con gli atomi del ligando

5. si assegna un punteggio (scoring) ad ogni molecola orientata



















[image: image3.png]


1
http://sommofabio.altervista.org 

