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ΜΕΡΟΣ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ



Εισαγωγή: α/β υδρολάσες

a/b hydrolase fold (core domain)

Kατηγορία ενζύμων: EC3
Καταλύουν τη διάσπαση 

δεσμών μέσω 
αντίδρασης με Η2Ο

Συμμετέχουν σημαντικά 
στον μεταβολισμό και την 

αποικοδόμηση 
βιομορίων

Κοινός τρόπος 
αναδίπλωσης (α/β fold) 

και παρόμοιο ενεργό 
κέντρο

Καταλυτική τριάδα: 
νουκλεόφιλο-ιστιδίνη-

όξινο αμινοξύ

Γύρω από το ενεργό κέντρο 
σχηματίζεται η «οπή 

οξυανιόντος» (oxyanion hole) 
για την σταθεροποίηση της 

μεταβατικής κατάστασης 
(δομή Gly-X-Ser-Gly)

Ποικιλία αλληλουχιών και 
λειτουργιών (λιπάσες, 

εστεράσες, πρωτεάσες, 
αμιδάσες κ.ά)



Εισαγωγή: α/β υδρολάσες – Μηχανισμός κατάλυσης



Εισαγωγή: α/β υδρολάσες – G2LE64_CHLTF

Accesion Numbers

NCBI WP_014099022.1

Uniprot ID G2LE64

KEGG Entry K01259

3DM G2LE64_CHLTF

GenBank AEP11284

Function Proline Iminopeptidase (Pip)

3DM Subfamily 1AZWA (73% core identity to subfamily)

Organism Chloracidobacterium thermophilum (strain B)

EC Number 3.4.11.5

Active Residues S113, D267, H295

Active Residues (3DM) 32, 64, 87

α/β fold 38-299

R00135 reaction

1AZW (PDB)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_014099022.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YC1HJ0AA016
https://www.uniprot.org/uniprotkb/G2LE64/entry
https://www.genome.jp/entry/K01259
https://app3dm.bio-prodict.nl/system/a-b-hydro_newprot_2013/alignment/1/subset/1/numberingscheme/-1/proteins/protein/G2LE64/links
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AEP11284


Εισαγωγή: α/β υδρολάσες – G2LE64

Amino Acid Sequence

Nucleotide Sequence



ΜΕΡΟΣ 2: ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΟΝΤΕΛΩΝ ΟΜΟΛΟΓΙΑΣ



SWISS-MODEL

MODEL 1 MODEL 2 MODEL 3

Sequence

Identity
100% 64.84% 20.85%

Sequence 
Similarity

0.63 0.50 0.29

Template G2LE64.1.A 1azw.1.A 1u2e.1.A

Oligo-State Monomer
Homo-dimer

(matching 
prediction)

Homo-dimer
(matching 
prediction)

GMQE Score 0.98 0.87 0.45

QSQE ─ 0.48 0.20

Range 1-318 5-314 26-316

Coverage 1.00 0.97 0.81

Method AlphaFold v2 X-ray, 2.70 Å X-ray, 2.10 Å

Ligands ─ ─ ─

Μοντέλο 1

Μοντέλο 2

Μοντέλο 3

https://swissmodel.expasy.org/templates/afdb_v4/G2LE64
https://swissmodel.expasy.org/templates/1azw.1
https://swissmodel.expasy.org/templates/1u2e.1


SWISS-MODEL - BEST

MODEL 1 MODEL 2 MODEL 3

Sequence

Identity
100% 64.84% 20.85%

Sequence 
Similarity

0.63 0.50 0.29

Template G2LE64.1.A 1azw.1.A 1u2e.1.A

Oligo-State Monomer
Homo-dimer

(matching 
prediction)

Homo-dimer
(matching 
prediction)

GMQE Score 0.98 0.87 0.45

QSQE ─ 0.48 0.20

Range 1-318 5-314 26-316

Coverage 1.00 0.97 0.81

Method AlphaFold v2 X-ray, 2.70 Å X-ray, 2.10 Å

Ligands ─ ─ ─

Μοντέλο 1

https://swissmodel.expasy.org/templates/afdb_v4/G2LE64
https://swissmodel.expasy.org/templates/1azw.1
https://swissmodel.expasy.org/templates/1u2e.1


D-I-TASSER

MODEL 1 MODEL 2 MODEL 3 MODEL 4 MODEL 5

TM Score 0.80 0.64 0.53 0.53 0.53
Top 10 threading templates used by D-I-TASSER

Η αξιοπιστία του μοντέλου προσδιορίζεται μέσω του TM-score

Περισσότερο αξιόπιστο μοντέλο: Model 1



Alpha-Fold v.3

• Μέθοδος βαθιάς 
μάθησης (deep learning)

• Δεν χρησιμοποιήθηκε 
template για την 
πρόβλεψη της 3D δομής

• Δημιουργήθηκαν 5 
μοντέλα

• Όλα τα αμινοξέα 
μοντελοποιήθηκαν

Structural Alignment of 
predicted models5 generated 3D structures



Alpha-Fold v.3 – Best Model

Υψηλές τιμές PAE, pLDDT
pTM = 0.95



SWISS-MODEL

0.2 (99th per.)

0.73 (100th per.)

0

307

1

263

2

1

25

Ramachandran Outliers D-I-TASSER:
Tyr 8, Ser 32, Thr 78, Gly 112, His 126, Ile 138, Tyr 150,  Asp 221, Ile 239,  Glu 299, Pro 300

Ramachandran Outlier AlphaFold v.3:
Ile 239

D-I-TASSER SWISS-MODEL AlphaFold v.3

Clashscore 2.37 (99th per.) 0.2 (99th per.) 5.92 (91st per.)

Molprobity score 1.86 (86th per.) 0.73 (100th per.) 1.32 (98th per.)

Ramachandran Outliers 11 0 1

Ramachandran Favored 287 307 311

Poor Rotamers 7 1 1

Favored Rotamers 248 263 264

Cβ Deviations 5 2 0

Bad Bonds 0 1 0

Bad Angles 12 25 0

Clashscore

Molprobity score

Ramachandran Outliers

Ramachandran Favored

Poor Rotamers

Favored Rotamers

Cβ Deviations

Bad Bonds

Bad Angles

MolProbity Results
AlphaFold v.3

5.92 (91st per.)

1.32 (98th per.)

1

311

1

264

0

0

0

Clashscore

Molprobity score

Ramachandran Outliers

Ramachandran Favored

Poor Rotamers

Favored Rotamers

Cβ Deviations

Bad Bonds

Bad Angles

Active Amino Acids

Bad Bond

Bad Angles

• Αρκετές «μη-ορθές» γωνίες (επιδέχονται διόρθωση)
• Δεν έχει Ramachandran Outliers
• Εξαιρετικά MolProbity Score και Clashscore

• Ύπαρξη Ramachandran 
Outlier

• Πολλά Clashes
• Εξαιρετικά Ramachandran 

και Rotamer Favored 
• Καθόλου μη-ορθοί δεσμοί 

και γωνίες
• Καλά Clashscore και 

MolProbity Score



ΜΕΡΟΣ 3: Ανάλυση 3DM 

14



3DM – Active Residues

Θέση 32 - υπεροικογένεια

Ser: 84.15%
Asp: 9.02%
Cys: 3.22%
Gly: 1.99%

Θέση 32 – υποοικογένεια (1AZWA)

Ser: 98.59%
Gly: 1.41%

Τα κατάλοιπα της καταλυτικής τριάδας είναι συντηρημένα 
σε ποσοστό μεγαλύτερο του 75%



3DM-Active Residues

Θέση 87 - υπεροικογένεια

His: 97.71%

Θέση 87 – υποοικογένεια (1AZWA)

His: 99.52%

Θέση 64 - υπεροικογένεια

Asp: 75.13%
Glu: 14.98%

Θέση 64 – υποοικογένεια (1AZWA)

Asp: 98.58%
Others: <1%



3DM – Correlation Network 

17

Ζεύγη συνεξέλιξης: 27-48 και 53-64 (κατά 3DM)
(cutoff 0.8)

ΘΕΣΗ 27
Υπεροικογένεια

Υποοικογένεια 
(1AZWA)



3DM – Correlation Network 

18

Ζεύγη συνεξέλιξης: 27-48 και 53-64 (κατά 3DM)
(cutoff 0.8)

ΘΕΣΗ 48
Υπεροικογένεια

Υποοικογένεια 
(1AZWA)



3DM – Correlation Network 

19

Ζεύγη συνεξέλιξης: 27-48 και 53-64 (κατά 3DM)
(cutoff 0.8)

ΘΕΣΗ 53
Υπεροικογένεια

Υποοικογένεια 
(1AZWA)



ΜΕΡΟΣ 4: Εικονική Κλωνοποίηση



Εικονική Κλωνοποίηση

Επιλογή Περιοριστικών ενζύμων: 

N-Terminal His-Tag



Εικονική Κλωνοποίηση

• Βέλτιστη Θερμοκρασία δράσης : 37 oC

• Απενεργοποίηση: 65 oC

• 100% ενεργότητα στο ρυθμιστικό 
διάλυμα rCutSmart Buffer και στα δύο 
ένζυμα

• Δεν χρειάζεται κάποιο συμπαράγοντα



Εικονική Κλωνοποίηση

Βελτιστοποίηση Γονιδίου

• Βακτήριο Escherichia Coli str. K-12 substr. MG1655
• Αποκλείστηκαν οι αλληλουχίες αναγνώρισης των δύο περιοριστικών ενζύμων

Βελτιστοποιημένη Αλληλουχία:  GC= 57.05% , CAI = 0.95



Εικονική Κλωνοποίηση

Σχεδιασμός Εκκινητών

Εκκινητές Αλληλουχία Εκκινητών Μήκος
Μοριακό 

βάρος

Περιεχόμενο

GC%

ΤΜ (Salt 

Adjusted)

Αυτοσυμπλη-

ρωματικότητα

1ος Primer 5΄ GCGCCATATGACCGACG 3΄ 17 5180.4 65 57 None

2ος Reverse Primer 5΄GCGCGAGCTCTTAATCCG 3’ 18 5475.6 61 58 None

Oligonucleotide Properties Calculator: 



Εικονική Κλωνοποίηση - PCR - Πέψη - Κλωνοποίηση



Εικονική Κλωνοποίηση

PCR Product



Εικονική Κλωνοποίηση

Προϊόν Πέψης (PCR product με NdeI , SacI)



Εικονική Κλωνοποίηση

Προϊόν Πέψης  (pET28b με NdeI , SacI)



Εικονική Κλωνοποίηση

Ligation

✓ Ελέγχοντας την εισαχθείσα 
αλληλουχία του γονιδίου στο 
ανασυνδυασμένο πλασμίδιο

διαπιστώθηκε ότι έχει 100% ομοιότητα 
με την αρχική. Η διαπίστωση αυτή έγινε 

με το sequence alignment tool του



ΜΕΡΟΣ 5: Βιβλιοθήκη



Βιβλιοθήκη

Θέση 
15

Επιλέχθηκαν από την 3DM τρείς τυχαίες συντηρημένες θέσεις από το 1 έως το 88:

Επιτρεπτά Αμινοξέα: 
• Βαλίνη (13.72%)

• Ισολευκίνη (20.44%)
• Λευκίνη (31.84%)

• Φαινυλαλανίνη (7.52%) 

Επιτρεπτά Αμινοξέα: 
•Προλίνη (65.84%)
•Αργινίνη (7.11%)

Επιτρεπτά Αμινοξέα: 
•Αλανίνη (5.64%) 
• Βαλίνη (23.71%)  

• Ισολευκίνη (25.90%)
• Λευκίνη (30.27%) 

DTM DYA CSA

Degenerate Κωδικόνια Degenerate Κωδικόνια

Θέση 
28

Θέση 
55



Βιβλιοθήκη

Θέση 
15

Προβλεφθείσες βιβλιοθήκες για κάθε θέση

DTM DYA CSA
Degenerate Κωδικόνια Degenerate Κωδικόνια

Θέση 
28

Θέση 
55



Συνδυαστική Βιβλιοθήκη
Degenerate κωδικόνια :

DTM, DYA, CSA
Codons:72

Colonies: 214

NDT
Codons:1728

Colonies: 5175

NNK
Codons: 32768

Colonies: 98163

Βιβλιοθήκη - CASTER
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Βιβλιοθήκη – Συνδυαστική Βιβλιοθήκη vs NNK



Βιβλιοθήκη – Συνδυαστική Βιβλιοθήκη vs NDT



Model 1 από SWISS-MODEL με την εξής
παρουσίαση:
cartoon, σε γκρι χρώμα, με μόνο τις πλευρικές
ομάδες των εξής αμινοξέων εμφανισμένες ως
sticks.
Χρώματα : καταλυτικά αμινοξέα πράσινα, τα
αμινοξέα του correlation network με μπλε , τα
αμινοξέα της βιβλιοθήκης ως κίτρινα. Δεν
υπάρχουν ramachandran outliers. Το αμινοξύ στην
θέση 64 (κατά 3DM) και 267 (κατά αμινοξική
αλληλουχία) αποτελεί και αμινοξύ της καταλυτικής
τριάδας και αμινοξύ στα correlation networks και
έχει χρωματιστεί μόνο με μπλέ χρώμα.

Τελικό μοντέλο ομολογίας
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Thank you for your attention!
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