
ΞΑΝΘΗΣ ΒΑΣΙΛΕΙΟΣ 

ΠΜΣ « ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΕΡΕΥΝΑ ΣΤΗΝ ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ» 

ΥΠΕΥΘΥΝΟΣ ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ: ΝΙΚΟΛΑΟΣ ΓΛΥΚΟΣ 

ΕΡΓΑΣΙΑ 

Κατέβασα όλα τα προγράμματα που υποδείξατε και τα tutorials λειτούργησαν άψογα από την στιγμή που 

έσβηνα τις κενές σειρές στα scripts σύμφωνα με το tutorial του youtube στο link: 

https://www.youtube.com/watch?v=yskL5w20kfQ 

Επέλεξα σαν πρωτεΐνη την HRH2 [Homo sapiens] (Histamine H2 receptor) η οποία σχετίζεται με τις 

γαστρεντερική κινητικότητα και εντερική έκκριση ,καταστάσεις που περιεγράφηκαν σε μεγάλο μέρος της 

πτυχιακής μου εργασίας. Μετά χαράς παρατήρησα ότι δεν υπάρχει η δομή της στην PDB όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 1: Αναζήτηση της HRH2 στην PDB, κατέβασα την FASTA αλληλουχία της και την μετέτρεψα σε ένα 

αρχείο με όνομα qseq1.ali. Σε αυτό το αρχείο μετά από δοκιμές έκοψα τα αμινοξέα πριν το 14ο και μετά το 

305ο καθώς έβγαζε μία συνεχιζόμενη δομή χωρίς φυσικό νόημα. 

 

Εικόνα 1: Αναζήτηση της HRH2 στην PDB 

Το αρχείο qseq1.ali ήταν της δομής: 

>P1;qseq1 

sequence:qseq1:::::::0.00: 0.00 

STACKITITVVLAVLILITVAGNVVVCLAVGLNRRLRNLTNCFIVSLAITDLLLGLLVLPFSAIYQLSCKW 

SFGKVFCNIYTSLDVMLCTASILNLFMISLDRYCAVMDPLRYPVLVTPVRVAISLVLIWVISITLSFLSIH 

LGWNSRNETSKGNHTTSKCKVQVNEVYGLVDGLVTFYLPLLIMCITYYRIFKVARDQAKRINHISSW 

KAATIREHKATVTLAAVMGAFIICWFPYFTAFVYRGLRGDDAINEVLEAIVLWLGYANSALNPILYAA 

LNRDFRTGYQQLFCC* 

https://www.youtube.com/watch?v=yskL5w20kfQ


Στην συνέχεια ακολουθώντας πάλι το youtube tutorial βρήκα την αλληλουχία της επιλεγμένης πρωτεΐνης σε 

μορφή FASTA στο NCBI και έκανα blastp ψάχνοντας αλληλουχίες της PBD. Με βάση την ομοιότητά τους 

επέλεξα 5 εξ αυτών και κατέβασα την πρωτεϊνική αλληλουχία τους σε αρχεία .pdb και τα μετονόμασα 

αντίστοιχα Εικόνα 2: Πρωτεΐνες στο NCBI.  

Ονομασία Πρωτεΐνης Ομοιότητα% Ονομασία 
Αρχείου 

Chain A, ACTIVATED TURKEY BETA1 ADRENOCEPTOR WITH BOUND AGONIST 
ISOPRENALINE AND NANOBODY Nb80 

38 tseq1.pdb 

Chain A, Turkey Beta1 Adrenergic Receptor With Stabilising Mutations And Bound Partial 
Agonist Dobutamine (Crystal Dob92) 

38 tseq2.pdb 

Chain A, Thermostabilised Beta1-adrenoceptor With Rationally Designed Inverse Agonist 7-
methylcyanopindolol Bound 

38 tseq3.pdb 

Chain R, Endolysin,Beta-2 adrenergic receptor 32 tseq4.pdb 
Chain A, High resolution crystal structure of human B2-adrenergic G protein-coupled 
receptor 

36 tseq5.pdb 

Εικόνα 2: Πρωτεΐνες στο NCBI 

Μετέφερα όλα τα αρχεία που χρησιμοποίησα για την εργασία στον φάκελο 

C:\Users\test\Modeller9.20\bin\final. 

Δουλεύοντας στο περιβάλλον εργασίας του MODELLER μεταφέρθηκα στον παραπάνω φάκελο και 

χρησιμοποίησα την εντολή mod9.20 file.py , όπου file το όνομα του εκάστοτε αρχείου που δουλεύτηκε. 

Αρχικά έθεσα σε εφαρμογή το script2.py: 

from modeller import * 

env = environ() 

aln = alignment(env) 

for (pdb, chain) in (('tseq1', 'A'), ('tseq2', 'A'), ('tseq3', 'A'), 

                     ('tseq4', 'A'), ('tseq5', 'A')): 

    m = model(env, file=pdb, model_segment=('FIRST:'+chain, 'LAST:'+chain)) 

    aln.append_model(m, atom_files=pdb, align_codes=pdb+chain) 

aln.malign() 

aln.malign3d() 

aln.compare_structures() 

aln.id_table(matrix_file='family.mat') 

env.dendrogram(matrix_file='family.mat', cluster_cut=-1.0) 

Το οποίο σύγκρινε την δομή και την αλληλουχία των templates μου και έδωσε ένα output, από το οποίο 

μελέτησα το ακόλουθο σημείο: 

Sequence identity comparison (ID_TABLE): 

 

   Diagonal       ... number of residues; 

   Upper triangle ... number of identical residues; 

   Lower triangle ... % sequence identity, id/min(length). 

 



         tseq1A@2tseq2A@2tseq3A@2tseq4A@3tseq5A@2 

tseq1A@2      290     220     215       0     141 

tseq2A@2       77     286     273       0     172 

tseq3A@2       75      96     285       0     167 

tseq4A@3        0       0       0     349       0 

tseq5A@2       49      60      59       0     442 

 

 

Weighted pair-group average clustering based on a distance matrix: 

 

 

                                                    .-------------- tseq1A@2.8    24.0000 

                                                    | 

                                                    |          .--- tseq2A@2.5     4.0000 

                                                    |          | 

                                       .--------------------------- tseq3A@2.4    45.7500 

                                       | 

        .---------------------------------------------------------- tseq5A@2.4   100.0000 

        | 

      .------------------------------------------------------------ tseq4A@3.2 

 

      +----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+----+ 

   103.8400   86.5600   69.2800   52.0000   34.7200   17.4400    0.1600 

         95.2000   77.9200   60.6400   43.3600   26.0800    8.8000 

Από αυτό διαπιστώνουμε ότι τα tseq2A και tseq3A είναι σχεδόν όμοια και ότι το tseq3A έχει καλύτερη 

κρυσταλλογραφική ανάλυση. Ακόμη το tseq4A εμφανίζει την πιο διαφορετική δομή, ενώ τα υπόλοιπα 

εμφανίζουν ομοιότητα. Αν και το tseq5A έχει την ίδια ανάλυση με το tseq3A, επέλεξα το tseq3 λόγω 

υψηλότερης ομοιότητας με την πρωτεΐνη-στόχο.  

Στην συνέχεια ευθυγράμμισα την qseq1 με την tseq3A, όπως αναγράφεται στο output του script2.py, με το 

script3.py: 

from modeller import * 

env = environ() 

aln = alignment(env) 

mdl = model(env, file='tseq3', model_segment=('FIRST:A','LAST:A')) 



aln.append_model(mdl, align_codes='tseq3A', atom_files='tseq3.pdb') 

aln.append(file='qseq1.ali', align_codes='qseq1') 

aln.align2d() 

aln.write(file='qseq1-tseq3A.ali', alignment_format='PIR') 

aln.write(file='qseq1-tseq3A.pap', alignment_format='PAP') 

και πήρα σαν output το: 

_aln.pos         10        20        30        40        50        60 

tseq3A    LSQQWEAGMSLLMALVVLLIVAGNVLVIAAIGSTQRLQTLTNLFITSLACADLVVGLLVVPFGATLVV  

qseq1     -STACKITITVVLAVLILITVAGNVVVCLAVGLNRRLRNLTNCFIVSLAITDLLLGLLVLPFSAIYQL  

 _consrvd  *           *   *  ***** *  * *   **  *** ** ***  **  **** ** * 

 

 _aln.p   70        80        90       100       110       120       130 

tseq3A    RGTWLWGSFLCELWTSLDVLCVTASVWTLCVIAIDRYLAITSPFRYQSLMTRARAKVIICTVWAISAL  

qseq1     SCKWSFGKVFCNIYTSLDVMLCTASILNLFMISLDRYCAVMDPLRYPVLVTPVRVAISLVLIWVISIT  

 _consrvd    *  *   *   *****   ***   *  *  *** *   * **  * *  *        * ** 

 

 _aln.pos  140       150       160       170       180       190       200 

tseq3A    VSFLPIMMHW-WRDEDPQALKCYQDPGCCDFVTNRAYAIASSIISFYIPLLIMIFVALRVYREAKEQI  

qseq1     LSFLSIHLGWNSRNE---TSKGNHTTSKCKVQVNEVYGLVDGLVTFYLPLLIMCITYYRIFKVARDQA  

 _consrvd  *** *   *  * *     *       *    *  *        ** *****     *    *  * 

 

 _aln.pos    210       220       230       240       250       260       270 

tseq3A    RKRK--TS-RVMLMREHKALKTLGIIMGVFTLCWLPFFLVNIVNVFNRD-LVPDWLFVAFNWLGYANS  

qseq1     KRINHISSWKAATIREHKATVTLAAVMGAFIICWFPYFTAFVYRGLRGDDAINEVLEAIVLWLGYANS  

 _consrvd        *      *****  **   ** *  ** * *          *      *     ******* 

 

 _aln.pos      280       290 

tseq3A    AMNPIILC-RSPDFRKAFK-----  

qseq1     ALNPILYAALNRDFRTGYQQLFCC  

 _consrvd * ***       *** 

  

Ύστερα υπολογίστηκε ένα τρισδιάστατo μοντέλο του στόχου με το script4.py: 

from modeller import * 



from modeller.automodel import * 

#from modeller import soap_protein_od 

env = environ() 

a = automodel(env, alnfile='qseq1-tseq3A.ali', 

              knowns='tseq3A', sequence='qseq1', 

              assess_methods=(assess.DOPE, 

                              #soap_protein_od.Scorer(), 

                              assess.GA341)) 

a.starting_model = 1 

a.ending_model = 5 

a.make() 

Το κομμάτι του output που με ενδιέφερε ήταν το: 

>> Summary of successfully produced models: 

Filename                         molpdf     DOPE score    GA341 score 

---------------------------------------------------------------------- 

qseq1.B99990001.pdb           1060.11304   -38605.47656        0.99233 

qseq1.B99990002.pdb            983.02161   -39014.21094        0.96932 

qseq1.B99990003.pdb            988.27185   -38698.35938        0.99072 

qseq1.B99990004.pdb           1059.03357   -38386.16406        0.98501 

qseq1.B99990005.pdb            965.05859   -38821.16797        0.95977 

Το καλύτερο μοντέλο διαλέγεται με βάση την μικρότερη τιμή του DOPE, συνεπώς και επέλεξα το 

qseq1.B99990002.pdb.  

Μετά γίνεται χρήση του script5.py: 

from modeller import * 

from modeller.scripts import complete_pdb 

log.verbose()    # request verbose output 

env = environ() 

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') # read topology 

env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib') # read parameters 

# read model file 

mdl = complete_pdb(env, 'qseq1.B99990002.pdb') 

# Assess with DOPE: 

s = selection(mdl)   # all atom selection 

s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='qseq1.profile', 



              normalize_profile=True, smoothing_window=15) 

και του script6.py: 

from modeller import * 

from modeller.scripts import complete_pdb 

log.verbose()    # request verbose output 

env = environ() 

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') # read topology 

env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib') # read parameters 

# read model file 

mdl = complete_pdb(env, 'tseq3.pdb') 

# Assess with DOPE: 

s = selection(mdl)   # all atom selection 

s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='template.profile', 

              normalize_profile=True, smoothing_window=15) 

ώστε να δημιουργηθούν τα ενεργειακά μοντέλα της πρωτεΐνης-στόχου και του template και να συγκριθούν 

απεικονιστικά με το gnuplot όπου χρησιμοποιείται η εντολή: 

plot ‘C:\Users\test\Modeller9.20\bin\final\qseq1.profile' using 1:42 title 'Model' with lines, 

'C:\Users\test\Modeller9.20\bin\final\template.profile' using 1:42 title 'Τemplate' with lines 

και να δημιουργηθεί το γράφημα στην Εικόνα 3:DOPE score profiles for the model and templates. Τα 

αρχεία qseq1.B99990002.pdb, template.profile, qseq1.profile τα μετέφερα σε νέο φάκελο με όνομα basic. 

 

Εικόνα 3:DOPE score profiles for the model and templates 

Εξαιτίας των διαφορών μεταξύ των δυο συναρτήσεων προχώρησα σε protein modelling με πολλαπλά 

templates. 



Χρησιμοποιώντας την αλληλουχία του tseq3.pdb έκανα blastp και πήρα ενδεικτικές όμοιες πρωτείνες που τις 

μετονόμασα σε αρχεία mtseq[1-3].pdb όπως απεικονίζονται στην Εικόνα 4: Πρωτεΐνες στο NCBI μετά το 

blastp την tseq3.pdb.  

Ονομασία Πρωτεΐνης Ομοιότητα% Ονομασία 
Αρχείου 

Chain A, Thermostabilised Beta1-adrenoceptor With Rationally Designed Inverse Agonist 7-
methylcyanopindolol Bound 

100 tseq3.pdb 

Chain A, N-terminal T4 Lysozyme Fusion Facilitates Crystallization Of A G Protein Coupled 
Receptor 

60 mtseq1.pdb 

Chain A, Structure of a nanobody-stabilized active state of the beta2 adrenoceptor 57 mtseq2.pdb 
Chain A, Thermostabilised Human A2a Receptor With Adenosine Bound 34 mtseq3.pdb 

Εικόνα 4: Πρωτεΐνες στο NCBI μετά το blastp την tseq3.pdb 

Τότε ευθυγράμμισα τις πρωτεΐνες με το salign.py: 

from modeller import * 

log.verbose() 

env = environ() 

env.io.atom_files_directory = './:../atom_files/' 

aln = alignment(env) 

for (code, chain) in (('tseq3', 'A'), ('mtseq1', 'A'), ('mtseq2', 'A'), ('mtseq3', 'A')): 

    mdl = model(env, file=code, model_segment=('FIRST:'+chain, 'LAST:'+chain)) 

    aln.append_model(mdl, atom_files=code, align_codes=code+chain) 

 

for (weights, write_fit, whole) in (((1., 0., 0., 0., 1., 0.), False, True), 

                                    ((1., 0.5, 1., 1., 1., 0.), False, True), 

                                    ((1., 1., 1., 1., 1., 0.), True, False)): 

    aln.salign(rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=False, 

               rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30, 

               gap_penalties_1d=(-450, -50), 

               gap_penalties_3d=(0, 3), gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, 

               dendrogram_file='fm00495.tree', 

               alignment_type='tree', # If 'progresive', the tree is not 

                                      # computed and all structues will be 

                                      # aligned sequentially to the first 

               feature_weights=weights, # For a multiple sequence alignment only 

                                        # the first feature needs to be non-zero 

               improve_alignment=True, fit=True, write_fit=write_fit, 

               write_whole_pdb=whole, output='ALIGNMENT QUALITY') 



 

aln.write(file='fm00495.pap', alignment_format='PAP') 

aln.write(file='fm00495.ali', alignment_format='PIR') 

 

aln.salign(rms_cutoff=1.0, normalize_pp_scores=False, 

           rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30, 

           gap_penalties_1d=(-450, -50), gap_penalties_3d=(0, 3), 

           gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, dendrogram_file='1is3A.tree', 

           alignment_type='progressive', feature_weights=[0]*6, 

           improve_alignment=False, fit=False, write_fit=True, 

           write_whole_pdb=False, output='QUALITY') 

 

και πήρα σαν output το: 

 
 

Έπειτα τα ευθυγράμμισα με την πρωτεΐνη-στόχο κάνοντας χρήση του align2d_mult.py: 



from modeller import * 

log.verbose() 

env = environ() 

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') 

# Read aligned structure(s): 

aln = alignment(env) 

aln.append(file='fm00495.ali', align_codes='all') 

aln_block = len(aln) 

# Read aligned sequence(s): 

aln.append(file='qseq1.ali', align_codes='qseq1') 

# Structure sensitive variable gap penalty sequence-sequence alignment: 

aln.salign(output='', max_gap_length=20, 

           gap_function=True,   # to use structure-dependent gap penalty 

           alignment_type='PAIRWISE', align_block=aln_block, 

           feature_weights=(1., 0., 0., 0., 0., 0.), overhang=0, 

           gap_penalties_1d=(-450, 0), 

           gap_penalties_2d=(0.35, 1.2, 0.9, 1.2, 0.6, 8.6, 1.2, 0., 0.), 

           similarity_flag=True) 

aln.write(file='qseq1-mult.ali', alignment_format='PIR') 

aln.write(file='qseq1-mult.pap', alignment_format='PAP') 

 

και έφτιαξα ένα νέο μοντέλο για την πρωτεΐνη-στόχο με το model_mult.py: 

rom modeller import * 

from modeller.automodel import * 

env = environ() 

a = automodel(env, alnfile='qseq1-mult.ali', 

              knowns=('tseq3A','mtseq1A','mtseq2A','mtseq3A'), sequence='qseq1', assess_methods=(assess.DOPE, 

assess.GA341)) 

a.starting_model = 1 

a.ending_model = 5 

a.make() 

 

Παίρνω, λοιπόν, ένα output σχετικά με το DOPE: 



 

>> Summary of successfully produced models: 

Filename                          molpdf     DOPE score    GA341 score 

---------------------------------------------------------------------- 

qseq1.B99990001.pdb          11355.64160   -39137.48828        0.99923 

qseq1.B99990002.pdb          11311.43750   -38985.05859        0.98963 

qseq1.B99990003.pdb          11324.41602   -38928.07813        0.99678 

qseq1.B99990004.pdb          11338.91016   -39301.06641        0.97754 

qseq1.B99990005.pdb          11281.67871   -38612.35547        0.99351 

και συνεχίζω με το νέο qseq1.B99990004.pdb για το οποίο δημιουργώ το ενεργειακό του προφίλ με το 

evaluate_model.py: 

from modeller import * 

from modeller.scripts import complete_pdb 

log.verbose()    # request verbose output 

env = environ() 

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') # read topology 

env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib') # read parameters 

# read model file 

mdl = complete_pdb(env, 'qseq1.B99990004.pdb') 

 

# Assess all atoms with DOPE: 

s = selection(mdl) 

s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='mqseq1.profile', 

              normalize_profile=True, smoothing_window=15) 

και τα συγκρίνω το αρχικό μοντέλο με εκείνο που δημιούργησα βάση πολλαπλών templates μέσω gnuplot με 

την εντολή: plot ‘C:\Users\test\Modeller9.20\bin\final\basic\qseq1.profile' using 1:42 title 

'Basic_Model' with lines, 'C:\Users\test\Modeller9.20\bin\final\mqseq1.profile' using 1:42 title 

'Multiple_Τemplates_Model' with lines 

 



 

Εικόνα 5:DOPE score profile for basic and multiple templates models 

Στην συνέχεια πραγματοποίησα docking μεταξύ του μοντέλου που έφτιαξα και ενός ligand γνωστού 

ότι προσδένεται σε G-protein coupled receptors όπως η πρωτεΐνη-στόχος, καθώς και στο template. 

Μέσω του Autodocktools  δημιούργησα αρχεία pdbqt για τον ligand και την πρωτεΐνη. Έφτιαξα το 

αρχείο conf.txt: 

receptor = qseq1_B99990004.pdbqt 

ligand = ligand.pdbqt 

 

center_x = 25.418 

center_y = 70.462 

center_z = 18.522 

 

size_x = 40 

size_y = 68 

size_z = 48 

 

Εισήλθα στο command prompt και πάτησα  «cd Users\test\Modeller9.20\bin\final» και στην 

συνέχεια « C:\Program Files (x86)\The Scripps Research Institute\Vina\vina.exe –conf config.txt –log 

log.txt». Έτσι δημιουργήθηκε το αρχείο ligand_out.pdbqt και ένα αρχείο log.txt: 

mode |   affinity | dist from best mode 

     | (kcal/mol) | rmsd l.b.| rmsd u.b. 

-----+------------+----------+---------- 

   1         -6.7      0.000      0.000 

   2         -6.4      2.127      4.718 

   3         -6.3      2.886      5.375 

   4         -6.2      2.006      4.698 

   5         -6.0      9.409     12.956 



   6         -6.0      3.532      5.223 

   7         -6.0      2.666      5.553 

   8         -5.9      1.150      1.321 

   9         -5.9      2.320      5.671 

 

Τότε εισήλθα στο pymol και άνοιξα τα αρχεία. 

 

Εικόνα 6: Μοντέλο της HRH2 

                                               
Εικόνα 7:Υπέρθεση της HRH2 με την πρωτεΐνη-μήτρα 



 

 

Εικόνα 8: Πρωτεΐνη-template με τον ligand

 

Εικόνα 9: Σύγκριση ligand(σωμών) και ligand_out(γαλάζιο) 

Αν και ο ligand με το μικρότερο RMSD θεωρείται καλύτερο για επιλογή, την δομή πιο κοντά στον 

αρχικό ligand την δίνει εκείνος με το μεγαλύτερο RMSD, με μόνη διαφορά ότι εμφανίζεται 

ανεστραμμένος. 



 

Εικόνα 10: Template με ligand & ligand_out 

 

Εικόνα 11: HRH2 με ligand & ligand_out 



 

Εικόνα 12: Υπέρθεση των HRH2 & template με πρόσδεση ligand_out 


