
Εικονική κλωνοποίηση γονιδίου και 
δημιουργία βιβλιοθηκών μεταλλαγμάτων

Πρωτεϊνική Μηχανική - 2ο Σεμινάριο

Μανασσάκη Ελένη (ΑΜ:1301)

Καλφόγλου Παύλος Παναγιώτης (ΑΜ:1293)



A/B υδρολάσες

α-έλικες

β-πτυχωτά φύλλα▪ Καταλυτική τριάδα Ser-His-Asp
▪ Συντηρημένο μοτίβο GXSXGΕ

Πυρηνόφιλη προσβολή
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o Bornscheuer, U.T. (2002). Microbial carboxyl esterases: classification, properties and application in biocatalysis. FEMS Microbiology Reviews, 26(1), 73–81. https://doi.org/10.1111/j.1574-

6976.2002.tb00599.x

o Neitzel, J.J. (2010). Enzyme Catalysis: The Serine Proteases. Nature Education, 3(9):21. 
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Καρβοξυλο-εστεράση 2

Γενικές πληροφορίες

Accession number (NCBI)

AAN66920.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN66

920.1

Entry name (UniProt)

Q88NB6_PSEPK 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/

entry

Superfamily Alpha-Beta Hydrolases

Subfamily (3DM) 1AUOB

Organism Pseudomonas putida (KT2440)

Gene name estB

Amino acids 218

Status Predicted

Core identity 75%

Παράμετροι

Soluprot 0.695

Theoretical pI 5.07

Molecular weight 24401.91

Ext. coefficient (cystines) 45045 1/M x cm

Extinction coefficient 44920 1/M x cm

Instability index 42.91
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN66920.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAN66920.1
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/entry
https://app3dm.bio-prodict.nl/system/a-b-hydro_newprot_2013/alignment/1/subset/1/numberingscheme/-1/proteins/protein/1AUOB
https://www.uniprot.org/taxonomy/160488


Καρβοξυλο-εστεράση 2

Αμινοξική αλληλουχία: 

218aa

MTNPLILEPQKTADACVIWLHGLGADRYDF

LPVAEFMQERLLSTRFIMPQAPTRPVTING

GYAMPSWYDIKAMTPARAIDEAQLEESAEQ

VVALIKAEQAKGIDLTRIFLAGFSQGGAVV

LHTAYIKWQEALGGVIALSTYAPTFNDQHQ

LSACQQRTPALCLHGVHDSVVIPSMGRTAF

EYLNTWGVAARWYEYPMEHEVVVEELNDIH

DWLSKQLQ

Αλληλουχία γονιδίου:

657bp

atgaccaacccgctgattctcgaaccacagaaaaccgctgacgcctgt

gtgatctggttgcacggtctgggggccgaccgttacgacttcctacct

gtggccgaattcatgcaggagcgcttgctcagcacacgcttcatcatg

ccccaggcaccgacccgccccgtgaccatcaacggcggctatgccatg

cccagctggtatgacatcaaggccatgaccccggcccgtgccatcgac

gaagcgcagctggaagaatctgccgagcaggtggttgccctgatcaag

gccgaacaggccaaaggcatcgacctgacgcggatcttcctggccggc

ttctcccagggcggcgcggtggtgctgcacactgcctatataaagtgg

caggaagcactgggcggggtgatcgccctgtccacctatgcccccacc

ttcaatgaccagcaccagttgagtgcctgccagcaacgcaccccggcc

ctgtgcctgcatggcgtgcatgactcggtggtcatcccgtccatgggc

cgtaccgccttcgagtacctgaacacctggggcgtcgctgcccgctgg

tacgaatacccgatggaacacgaagtggtggtcgaagaactgaacgat

atccacgactggctgagcaagcagctgcaatag
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o https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ppu:PP_1296

o https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/entry#sequences

https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ppu:PP_1296
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ppu:PP_1296
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ppu:PP_1296
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ppu:PP_1296
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/entry#sequences
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q88NB6/entry#sequences


Μοντέλα ομολογίας: AlphaFold

AlphaFold:
Model confidence: 96,94%
Πλήρης μοντελοποίηση (218 aa)

MolProbity evaluation

Clashscore: 0,88

Ramachandran:
outliers: 0,00%

favored: 98,15%

Poor rotamers: 0,56% (1)

MolProbity score: 0,77

➢ Το μοντέλο παρουσιάζει εξαιρετική 
στερεοχημική ποιότητα, με χαμηλό clashscore

και χωρίς Ramachandran outliers.
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o https://alphafoldserver.com/fold/3ec7d9a14f36034d

https://alphafoldserver.com/fold/3ec7d9a14f36034d
https://alphafoldserver.com/fold/3ec7d9a14f36034d


Μοντέλα ομολογίας: Swiss model

Swiss model:
Πλήρης μοντελοποίηση 218 aa

MolProbity evaluation

Clashscore: 1,61

Ramachandran
outliers: 0,23% (Pro75)

favored: 95,37%

Poor rotamers: 2,78% (10)

MolProbity score: 1,57

➢ Το μοντέλο παρουσιάζει αποδεκτή γεωμετρία, 
αλλά η παρουσία Ramachandran και rotamers
outliers υποδηλώνει χαμηλότερη ποιότητα σε 

σύγκριση με το AlphaFold μοντέλο.
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o https://swissmodel.expasy.org/interactive/TvJU6d/models/

G22, L23, I58, 
I70, S114, 

Q115, V170, 
V171, H199

https://swissmodel.expasy.org/interactive/TvJU6d/models/
https://swissmodel.expasy.org/interactive/TvJU6d/models/


Καταλυτικά αμινοξέα
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Ser114 Asp168 His199

o https://www.rcsb.org/sequence/1AUR



Μοντέλα ομολογίας: D-I-TASSER

D-I-TASSER:
Πλήρης μοντελοποίηση (218 aa)

8

Template
Predicted binding site 

residues

3fyuE 22,23,114,115,170,199

1auo0
58,59,62,64,72,73,74,75,167,168,

169,170,196,197,198,199,200

3f97A 22,23,5,30,113,114,115,199,200

o https://aideepmed.com/D-I-TASSER/output/D4807/
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Ανάλυση 3DM

9

Καταλυτικό αμινοξύ Αρίθμηση στην αλληλουχία Αρίθμηση κατά 3DM

S 114 32

D 168 64

H 199 87

Αμινοξύ
Ποσοστά συντήρησης

% in Subfamily 1AUOB % in Superfamily

S 100.00 84.15

D 99.78 75.13

H 99.78 97.71

Αρίθμηση κατά 3DM Αρίθμηση στην αλληλουχία Πιο συχνό ζεύγος και ποσοστό Ζεύγος στην αλληλουχία μας

27 - 48 109 - 134 G - A, 6.25% F - G

53 - 64 139 - 168 A - D, 13.67% S - D



Εικονική κλωνοποίηση
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Βελτιστοποιημένη αλληλουχία:

atgacgaacccgctgattctggagccgcagaaaaccgccgatgcgtgc

gtgatttggctgcatggcctgggcgcggatcgctatgattttctgccg

gtggcggaatttatgcaggaacgcctgctgagcacccgtttcattatg

ccgcaggcgccgacccgcccggtgaccattaacggcggttacgccatg

ccgagctggtacgatatcaaagcgatgaccccggcgcgcgcgattgac

gaagcgcagctggaagaaagcgccgaacaggtggtggcgctgattaag

gccgaacaggcgaaaggcattgatctgacccgtatttttctggcgggc

ttcagccagggcggcgccgtggtactgcacaccgcgtatattaaatgg

caggaagcgctgggcggcgtgattgcgctgagcacctatgcgccgacc

ttcaacgatcagcatcagctgagcgcctgtcagcagcgcaccccggcg

ctgtgcctgcacggtgttcatgatagcgtggtgattccgagcatgggc

cgcaccgcgttcgaatatctgaacacctggggcgtggcggcgcgttgg

tatgaatacccgatggaacatgaagtggtagtggaagaactgaatgat

attcatgattggctgagcaaacagctgcagtaa

GC content: 61.49% → 58.75% 
CAI : 0.42 → 0.95 

NcoI:   5΄CCATGG 3΄

XhoI: 5΄CTCGAG 3΄



Εικονική κλωνοποίηση - Primers
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Primers:

Forward primer 1:

5΄GCG CCC CAT GGT TAT GAC GAA CC 3΄

Forward primer 2:

5΄ AGG CCC CAT GGC GAA CCC G 3΄

Reverse primer: 

5΄ GGC CGC TCG AGA AAC TGC AGC 3΄

Primer Length GC (%) TM (°C) TM΄(°C)

FW 1 23 61 61 68

RV 21 67 60 67

FW 2 19 74 60 66



Εικονική κλωνοποίηση
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