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Curs XI – Modelarea structurii 
tridimensionale complete a unei proteine 

pe baza secvenței de aminoacizi
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BIOINFORMATICĂ APLICATĂ ÎN 
BIOLOGIA STRUCTURALĂ



Scopul și tipuri de modelare a structurii 3D a proteinelor 

Plierea proteinelor este un proces fizic, 

solvent (apă sau lipide) concentrația de săruripH

temperatură Chaperoni moleculari (GroeL,HSP)

Nivele suplimentare de compexitate 

predicția structurii 3D
“holy grail of molecular biology” 

“the second half of the genetic code”

DAR depinde de: 

Ținând cont de principiul lui Anfinsen (structura primară a catenei polipeptice, prin tipul și 

succesiunea aminoacizilor, este cea care conține toată informația necesară plieri proteinei în 
forma nativă) postulează că împachetarea lanţului de aminoacizi ai unei proteine în structura 
tridimensională caracteristică este un proces guvernat strict de reguli fizice ceea ce ar permite, 

cel puţin teoretic, stabilirea structurii tridimensionale a unei proteine pornind doar de la 
secvenţa sa de aminoacizi. Ideea de a calcula, pornind de la secvenţa de aminoacizi, structura 
tridimensională a unei proteine a fost considerată încă din momentul lansării sale în anii '70 un 

adevărat Sfânt Graal al biologiei moleculare.



Scopul și tipuri de modelare a structurii 3D a proteinelor 
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Modelarea structurii tridimensionale complete – are ca scop predicția poziției în spațiu a tuturor 
atomilor unei molecule proteice plecând de la secvența de aminoacizi cu o acuratețe similară cu 
metodele experimentale de determinare a structurii 3D. 

Studiul principiilor care guvernează împachetarea proteinelor în forma lor nativă se poate realiza folosind 
două abordări distincte: 

1. strict pe baza legilor fizicii cuantice – principiul lui Anfinsen este primordial, catena polipeptidică se
pliază în structura 3D pentru atinge un nivel superior de stabilitate (energie minimă, număr maxim de
interacțiuni stabilizatoare);
2. prin prisma teoriei evoluţiei – observațille practice au demonstrat că structurile 3D sunt mai înalt
conservate în evoluție comparativ cu secvența primară. Această observație explică de ce:
a) proteinele cu secvențe primare similare se pliază în structuri 3D identice;
b) proteine cu secvențe primare diferite dar înrudite se pliază în structuri 3D asemănătoare.

Folding as a purely physics process

laws of physics

ab-initio methods

Similar sequences will have similar folds

theory and laws of protein 
evolution

homology modeling

protein threading
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Funcție de abordarea utilizată predominant, metodele de modelare a structurii 3D a proteinelor se 
clasifică în 3 clase mari: 
A.Modelarea pe bază de omologie (homology modelling) sau modelarea comparativă (MC, 
comparative modelling) – metode ce au la bază compararea secvenței de interes cu proteine înrudite 
din punct de vedere evolutiv a căror structură este deja cunoscută; 
B. Modelarea ‘ab-initio’ – metode ce calculează de-novo (de la 0) structura 3D a proteinei de interes 
pe baza interacțiunilor posibile dintre atomi, fără a ține cont de relațiile evolutive cu alte secvențe sau 
structuri;
C.Modelarea bazată pe recunoașterea conformațiilor terțiare (fold-recognition/threading) – folosesc 
modelarea comparativă pentru a identifica structurile secundare ale unor secțiuni  mici dintr-o 
secvență proteică și apoi metode ab-initio pentru a amplasa secțiunile în spațiu pe baza interacțiunilor 
posibile dintre acestea. 

Nici una dintre cele trei clase de metode nu s-a impus pe plan ştiinţific în detrimentul alteia, fiecare având avantaje și dezavantaje

specifice. Experimentatorul trebuie să aleagă între o metodă sau alta în funcţie de secvenţa de interes şi de rezultatul preconizat. 

Indiferent de tipul de metodă, structura calculată
folosind metode in-silico pentru o secvență de interes se
numește model. Gradul de suprapunere a structurii
model cu structura tridimensională reală a secvenței de
interes (determinată experimental prin una din metodele
descrise in cursul 4) indică acuratețea metodei utilizate.



Modelarea pe bază de omologie a structurii 3D 
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- folosește programul BLAST pentru a identifica într-o bază  de date cu structuri acele proteine ce sunt 
omoloage cu secvența de interes. Structurile omoloage identificate sunt folosite ca șablon (template) 
pentru a se calcula structura tridimensională a proteinei de interes și a se genera un model al acesteia.

Parametrul principal de care depinde acuratețea metodelor ce folosesc homologia este procentul de identitate
(numărul de aminoacizi identici dintre cele 2 secvențe raportat la numărul total de aminoacizi) dintre secvența
model și secvențele șablon. Calitatea modelului rezultat și implicit gradul de aplicabilitate a acestor metode este
dependent strict de procentul de identitate dintre secvența sablon și cea de interes (model) astfel:

- procentul de indentitate mai mic de 25% - identificarea de structuri 
omoloage este dificilă. Chiar dacă se identifică posibile structuri şablon 
şi se pot genera modele ale structurii tridimensionale a proteinei ţintă, 
utilitatea lor este îndoielnică, de unde şi denumirea de “zona de 
crepuscul” a alinierilor secvenţelor proteice;

- procentul de indentitate între 25% - 50% - se identifică structuri
omoloage, însă utilitatea lor pentru obținerea modelului lor este
redusă, procesul de modelare necesită intervenție umană;

- procentul de indentitate între 55% - 75% - structurile  omoloage pot fi 
utilizate pentru generarea modelului; modelul poate fi generat

- procentul de indentitate este mai mare de 75% - mai mult de 90% dintre atomi proteinei de interes pot fi 
modelaţi automat, fără intervenție umană, cu o eroare medie de aproximativ 1 Å. Modelele realizate sunt de calitate 
foarte bună, concurând în acurateţe cu structurile determinate experimental prin cristalografie cu raze X; 

Număr de aac aliniați

P
ro

ce
n

t 
id

e
n

ti
ta

te

automat cu o acuratețe medie; în general atomii catenei peptidice sunt amplasati corect, atomii catenelor laterale nu; 

Zona de aplicabilitate a 
modelarării pe bază de omologie

Zonă de crepuscul



Etapele modelării pe bază de omologie
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Modelarea structurii unei proteine ţintă necunoscute folosind MC
cuprinde șapte etape distincte:
1. identificarea proteinelor înrudite din punct de vedere evolutiv cu 
proteina de interes investigată şi care au structura tridimensională 
determinată experimental ce vor fi folosite ca şablon pentru 
calcularea structurii proteinei de interes; 
-cel mai frecvent această etapă este realizată prin folosirea programului 
BLAST și PDB ca bază de date;
-proteina cu nivelul procentul de identitate cel mai ridicat este în mod 
automat folosită ca șablon, însă trebuie ținut cont și de detalii 
experimentale legate de structura determinată experimental precum: 
a)conformația specifică a proteinei – enzimă activă vs inactivă;
b)prezența cofactorilor sau a altor liganzi – dacă se cunoaște că proteina 
țintă conține un anumit cofactor/metal, se va alege ca șablon pe cât posibil 
acea structură ce conține cofactorul/metalul respectiv; 
c)structura cuaternară, dacă există – dacă se cunoaște că proteina țintă este 
tetrameră, se va alege ca șablon pe cât posibil o structură tetrameră;

Ca regulă generală se alege ca șablon structura care respectă cel 
mai bine condițiile experimentale dorite și datele experimentale 

existente despre proteina de țintă. 



Etapele modelării pe bază de omologie
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2. alinierea pe bază de omologie și poziție a secvenţei proteinei ţintă cu secvenţa proteinei şablon în
scopul identificării zonelor cu structură înalt conservată;
-mai multe structuri șablon pot fi de asemenea aliniate pentru a corela mai bine zonele cu secvențe înalt
conservate cu structurile tridimensionale specifice ale acestor zone – se obțin matrici de substituție dependente
de poziția aminoacidului într-o structură dată;
-se încearcă îmbunătățirea alinierii secvență țintă-șablon obținută în etapa anterioară prin utilizarea informațiilor
structurale din structura șablon sub forma unor matrici de substitutie dependente de poziție; în final se obține o
aliniere structurală;

Ex: Substituția Glu(Q)-Ala(A) – conform matricei BLOSUM32 folosită de BLAST, această substituție primește
punctajul -1. Într-o structură 3D, această substituție apare frecvent și este normală pentru resturile de la suprafața
moleculei și este extrem de puțin probabilă dacă A este în centrul hidrofob. Punctajul alocat pentru această
substituție trebuie așadar să țină cont de poziția sa în structura 3D.

3. modelarea zonelor cu structură înalt conservată și generarea structurii 3D a scheletului polipetidic
pe baza structurii șablon;
-constă în copierea propriu-zisă a coordinatelor carteziene ale atomilor ce alcătuiesc scheletul peptidic (N, C, C și
O) pentru resturile de aminoacizi din alinierea obținută anterior de la structura șablon;
-în cazul aminoacizilor identici, se copie incluziv coordonatele atomilor din catena laterală;
-în cazul aminoacizilor diferiți din aliniere, se pot copia și coordonatele C
Unele programe (Robetta, TASSER) pot combina în această etapă mai multe structuri șablon pentru a genera
modelul – din fiecare structură șablon se copie acea porțiune ce are scorul de aliniere cel mai ridicat.



Etapele modelării pe bază de omologie
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4. modelarea poziţiei spaţiale a zonelor de buclă;
În majoritatea cazurilor, alinierea dintre secvența țintă și cea șablon conține GAPS – zone din șablon
ce nu există în secvența țintă (deleții), respectiv zone ce există în secvența țintă dar nu există în șablon
(inserții); în cazul delețiilor, coordonatele carteziene ale aminoaciziilor lipsă nu sunt transferați către
model; în cazul inserțiilor, aminoacizi sunt introduși în model și coordonatele lor carteziene trebuie
calculate. Cel mai frecvent aceste modificări nu apar în structurile secundare predominante – -helix
și -pliat, ci în zonele de buclă.
În CM conformația zonelor de buclă este calculată prin 3 abordări distincte:

a)pe baza analogiei cu alte zone de buclă cunoscute - se realizează o nouă căutare în PDB pentru a se
identifica zonele de buclă ce încep și se termină cu aceeași aminoacizi precum bucla ce trebuie
modelată; coordonatele buclei identificate sunt apoi transferate către model; majoritatea
programelor de modelare prin omologie folosesc această abordare (3D-Jigsaw; Modeller; Swiss-
Modeler; WHAT IF)
b)prin identificarea conformației cu energie minimă – se încearcă evaluarea tuturor interacțiunilor
posibile dintre atomii aminoacizilor din buclă (similar cu metodele ab-initio)
c)Printr-o abordare hibridă – zona de buclă este divizată în fragmente ce sunt comparate separat cu
fragmente cunoscute din PDB; fragmentele identificate ca pozitive sunt apoi asamblate folosind
metode bazate pe minimizarea energiei (ab-initio).



Etapele modelării pe bază de omologie
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5. modelarea poziţiei spaţiale a catenelor laterale ale aminoacizilor;
- în cazul proteinelor omoloage cu >40% identitate, conformațiile catenelor laterale sunt conservate în
proporție de cel puțin 75% = > coordonatele carteziene ale atomilor din catenele laterale ale
aminoacizilor identici pot fi transferate direct de la șablon către model;
- în cazul aminoacizilor ne-identici, conformația atomilor din catenele laterale este calculată pe baza
unei biblioteci de configurații comune realizate prin înregistrarea tuturor conformaților posibile
pentru un anumit aminoacid existente în structurile din PDB;

Poziția spațială a catenei laterale a aminoacizilor poate fi calculată cu o acuratețe de aproximativ 90%
pentru aac din centrul hidrofob și de mai puțin de 50% pentru aminoacizi de la suprafața proteinei.

6. optimizarea modelului – prin parcurgerea etapelor anterioare se obține o structura tridimensională
‘grosieră’ deoarece poziția spațială a catenelor laterale a aminoacizilor influențează conformația
scheletului polipeptidic și vice-versa, orice modificare a scheltului polipeptidic influențează
conformația catenelor laterale; din acest motiv etapele 3, 4 și 5 sunt repetate până este identificată
conformația proteică cu energie minimă;

7. validarea modelului – constă în calcularea unor indici ce descriu cât de bine modelul obținut
respectă o serie de caracteristici măsurate experimental precum: lungimea legăturilor, unghiuri de
torsiune, distribuția aac polari și nepolari (care?);



Metodele de recunoașterea a conformațiilor terțiare utilizate 
pentru modelarea structurii 3D a proteinelor 
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- au ca punct de plecare 2 observații practice:
A)secvenţe de aminoacizi similare implică şi structuri similare; dar
B)similaritatea la nivel de structură NU implică obligatoriu similaritate la nivel de secvenţă.

Este astfel posibilă realizarea clasificarea conformațiilor proteice și realizarea unor biblioteci de 
conformații model (fold library). Metodele sunt bazate pe identificarea porţiunilor din secvenţa de 
interes care au similarități la nivel de secvență cu un set de conformații model și asamblarea acestor 
fragmente în structura tridimensională finală ținând cont de interacțiunilor posibile dintre acestea și 
principiile de minimizare a energiei. 

Metodele bazate pe recunoașterea structurilor secundare sunt utilizabile atunci când nivelul de 
identitate dintre secvența țintă și secvențele existente în bazele de date este mai mic de 25%.

Numărul de conformații (folds) întâlnite în 
structura proteinelor este mult mai redus decât 

numărul de secvenţe existente
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Etapele modelării unei proteine țintă sunt: 

KFINDERESYKQLTWTDTRLATGSWSLAKDFPGSPAWNGKAVGGTATFWTG

http://www.gnf.org/assets/001/23013.jpg

(a) Realizarea unei baze de date cu conformații 

model prin clasificarea și ierarhizarea pe bază de 

omologie a structurilor existente – într-o manieră 

similară cu SCOP și CATH;

(b) Alinierea secvenței țintă cu secvențele 

conformațiilor terțiare model și identificarea 

celor existente în secvența țintă;

(c) Construirea modelului prin alăturarea conformațiilor 

terțiare identificate și calcularea interacțiunilor dintre 

acestea pe baza principiilor minimizării energiei.



Metodele ab-initio
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Se bazează pe faptul că structura tridimensională a unei proteine corespunde unui nivel energetic 
minim şi încearcă să identifice acest minim prin evaluarea energiei tuturor conformaţiilor posibile ale 
respectivului lanţ de aminoacizi. 
- aceste metode necesită o putere de calcul enormă şi nu au încă un nivel de acurateţe foarte mare, 
însă sunt singura alternativă pentru proteinele ce nu au omologi in bazele de date. 

Rosetta@home And T0283 – doi ani și aproximativ 70 000 de PC-uri

Aceste metode se aplică pentru:

⚫ Proteinele ce nu au omologi de structură; 

⚫ Proteinele cu mai puțin de 100 aminoacizi.

mailto:Rosetta@home


Cum aleg metoda potrivită?
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La dimensiunea actuala a bazei de date PDB (număr de structuri), probabilitatea de a identifica o 
proteină cu structură cunoscută similară cu o secvenţă randomică variază în intervalul 30-65% = 
orice secvență de nucleotide as avea, dacă codifică o proteină sunt 30-60% șanse să pot obține o 
structură tridimensională pentru acea proteină prin metode in-silico.

2. Verific CASP (Critical Assessment of protein Structure Prediction) – un forum 

central unde sunt evaluate și clasificate programele de 

predicție a structurii 3D a proteinelor

http://predictioncenter.org/

1. Verific nivelul de similaritate dintre proteina de modelat și 

structurile cunoscute:

- dacă similaritatea este mai mare de 25% – homology modeling

- dacă similaritatea este mai mică de 25% - threading

- Nu există omologi – ab initio

Înainte de a alege o metodă sau un program trebuie să:

http://predictioncenter.org/


La ce pot folosi structurile obținute?
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Modelarea bazată pe 

omologie

RMSD față de structura 

experimentală

1–2 Å

Threading 2–4 Å

Erori în special în zonele de buclă  

- Identificarea amplasării spațială a 

zonelor funcționale importante;

- Interpretarea unor experiențe de 

mutageneză;

Metode ab-initio >4 Å

Sunt similare cu structurile obținute prin 

cristalografie cu raze X

- Andocare moleculară (cursul următor)

- designul de liganzi;

- valuarea impactului unor mutații;

- identificarea situsurilor active și a celor 

de legare a efectorilor.

- identificarea domeniilor proteice

-Identificarea topologiei;

-Încadrarea într-o familie/suprafamilie.

Accuratețea



Programe și servere utile
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AlphaFold – o revoluție în  predicția structurii tridimensionale a proteinelor



AlphaFold – o revoluție în  predicția structurii tridimensionale a proteinelor

AlphaFold – un program de inteligența artificială (AI) bazat pe algoritmi de învățare 

profundă:
• Programul a primit un set de antrenament format din peste 170.000 de proteine provenite dintr-un depozit public de secvențe 

și structuri proteice.
• Este bazat pe rețele neuronale artificiale și a învățat relația dintre structură și funcție folosind acest set de antrenament.
• În cazul unei secvențe necunoscute, algoritmul de inteligență artificială identifică fragmente de structură, pe care le 

asamblează ulterior pentru a obține structura tridimensională completă a secvenței analizate.

AlphaFold - a ocupat primul loc în clasamentul general al celei de-a 13-a ediții a competiției 

CASP (2018) (https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi, Team A7D)

- A realizat predicții extrem de precise ale structurii pentru proteine considerate printre cele mai 

dificile, în absența unor șabloane structurale deja cunoscute;

AlphaFold 2 -  - a ocupat primul loc în clasamentul general al celei de-a 14-a ediții a competiției 

CASP (2020)   

 (https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi );
 - a atins un nivel de precizie considerat comparabil cu cel obținut prin metode experimentale, 

cum ar fi cristalografia cu raze X”

AlphaFold-multimer – cea mai utilizată abordare în 

   cea de-a 15-a ediții CASP, 2022

   - poate calcula cu acuratețe structura 

  structurii cuaternare 

AlphaFold 3 – predicția interacțiunilor dintre molecule

https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp13/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi
https://predictioncenter.org/casp14/zscores_final.cgi


AlphaFold – cum se poate utiliza?

1. Local - pe un calculator cu sistemul de operare Linux ce are la dispoziție GPUs și 

cel puțin  2.2TB  spațiu. Programul se controlează din linia de comandă;

2. În cloud folosind Google Colab:

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.i

pynb

 

AlphaFold 2 disponibil pe GitHub și poate fi rulat:

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
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AlphaFold – exemple de aplicații

MTDKRETLMSMLSKAYANPTIKAEPALRALIETNAKK
VDEGDDEKAYVTAVTQLSHDISKYYLIHHAVPEELVAV
FNYIKKDVPAADIDAARYRAQALAAGLVAIPIVWGH 

Input Protein DdC : 

MENYFSNFSSEDQNFMIDFLLSEGNISKMCKKGYSYSKVKKKLQYINEKIGKARYSQDSLKEYLDILVSEDILFPEIAKLIYK

KHKEML

Protein DdD : 

MSLNVIVLLALLAVQTWLIPRLNNKFLLLIVPSIFVVLSIYIYIENLSLLIIIGLMFGFFIYYMAGLTQWDRINKERQKKYLKEK

FFNEK

Protein DdE : 

MKNEFVMHHNYLLFSIVKNIIGSILVIGIAGLVQTIIDQKFFSIVLIVVIILMPFDIFYEYIYVKKYLIKTDYKNIYICEGLIIRKVT

VIPKAKVYTVIETEYVFFKKYWKKIELKTIVKDYKLLGIGLNDVRRIKEEVIR

Protein DdF : 

MKKLNKCIFLTNAVSIIRSLIISIPFSVFLIKKKLTVLLCVYIIYIIYEVFKKVTEYFSVRYGFFETYFVFEKGMFNKRILRIDRQEL

KYVDSIEFTQSFLYKLLKKYKVILNLKEEEDKKIVIRCIDETEKYRFSSFFEVDTPVKLKENVDLVFKPMKKDIIIMSFFSANIFF

VLLSSLDYIDNFSYLNIPGKSITMNIYLIVFLTIIVFSIIVLVQILRYGNYSVESTSEYLYKKNGILDYNSKELCIENVNTMIMYQ

NVFMRWFKIFNIYCLTTKNDNSKNEFKNMLFPYIRYDTFKNIVIEHSQFKKFEIILEKQLFKYRLCFLCLNTMCFFIFLGVLY

LGYFYGYRYWLFLLLIFVCKRYFDSFFISILVKEKKCICLVIPGILFNRKVLILLNGIETIKYSNVFIFKKYKLIINSNNLPSKKYILR

GVTETQVSKVFKELNNKEKSVQTDVS

Input



Strcuturi calculate cu AlphaFold disponibileavailable

https://alphafold.ebi.ac.uk/

https://www.rcsb.org/
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