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Predslov 

 

 

Predmet „Proteínový dizajn“ je venovaný proteínom v najširšom zmysle slova. 

 

Základným cieľom výučby je porozumieť týmto unikátnym stavebným 

jednotkám živej hmoty, t.j. zákonitostiam výstavby ich molekúl. 

 

Ďalším cieľom je pochopiť zásahy do štruktúry proteínov na molekulárnej 

úrovni v snahe cielene meniť ich vlastnosti. 

 

K tomu je potrebné zvládnuť poznatky o aminokyselinách, peptidovej väzbe, 

vlastnostiach proteínov, detaily zo štruktúry proteínov (primárna, 

sekundárna, supersekundárna, terciárna, kvartérna), ich predikcie, stability 

a evolúcie, ako aj základy vzťahov medzi živými organizmami (Eucarya, 

Bacteria a Archaea). 
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1. Proteíny, ich základná charakteristika, aminokyseliny 

 

 

Proteíny sú základnými stavebnými kameňmi živej hmoty. 

Sú to biopolyméry zložené z aminokyselín. 

Vznikajú transláciou po transkripcii genetického kódu. 

Triplet nukleotidov kóduje jednu aminokyselinu. 

 

 

Základná charakteristika: 

- všetky proteíny sú vytvorené z 20 aminokyselín; 

-  aminokyselina obsahuje -NH2 a -COOH skupinu; 

-  v živých organizmoch sú len α-aminokyseliny; 

-  všetky aminokyseliny (okrem Gly) sú opticky aktívne; 

-  v živých organizmoch sú len L-formy aminokyselín. 

 

 

Ako fungujú proteíny: 

- imunitný systém – špecifické protilátky (rozpoznávajú cudzie molekuly); 

-  receptory – v bunkovej membráne (informujú bunku); 

-  enzýmy – zvýšenie reakčnej rýchlosti ~106× (biokatalyzátory); 

-  tvorba a prenos nervového vzruchu – neurotransmitery a zachytávače; 

-  transport a uchovávanie – kanály a póry v membránach (hemoglobín); 

-  koordinácia pohybu – svaly, spermie (bičík); 

-  mechanická podpora – pokožka a kosti (kolagén); 

-  iná obrana – zrážanie krvi, toxíny, repelenty… 

 

 

Zložené proteíny: 

Proteín (prostetická skupina, t.j. kofaktor): 

- metaloproteín (ión kovu); 

- lipoproteín (lipid); 

- glykoproteín (sacharid); 
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- fosfoproteín (fosfát); 

- hemoproteín (hém, Fe). 

 

 

 

Kofaktory sú dôležité pre biologickú aktivitu proteínov. 

 

 

 

Aminokyseliny: 
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7 

           

 

 

Dr. Margaret Oakley Dayhoff (1925-1983) 

- autorka jednopísmenového kódu aminokyselín 

(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Margaret_Oakley_Dayhoff) 

 

 

Aminokyseliny s alifatickým bočným reťazcom: Gly, Ala, Val, Leu, Ile 

 

               

 

        

 

 

Nearomatické aminokyseliny s hydroxylovou skupinou: Ser, Thr 

 

        

http://en.wikipedia.org/wiki/Margaret_Oakley_Dayhoff
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Aminokyseliny obsahujúce bočný reťazec so sírou: Cys, Met 

 

        

 

 

Kyslé aminokyseliny a ich amidy: Asp, Asn, Glu, Gln 

 

        

 

        

 

 

Bázické aminokyseliny: Arg, Lys, His 

 

        

 

 

 

 

Aminokyseliny s aromatickým kruhom: Phe, Tyr, Trp 
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Iminokyselina: Pro 

 

 

 

Rozdelenie aminokyselín podľa fyzikálno-chemických vlastností: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://mol-biol4masters.masters.grkraj.org/html/Protein_Synthesis1-Prokaryotes_Introduction.htm) 

 

http://mol-biol4masters.masters.grkraj.org/html/Protein_Synthesis1-Prokaryotes_Introduction.htm
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Sumarizácia štruktúr 20 aminokyselín 
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Extra aminokyseliny 

 

 

21. aminokyselina: selenocysteín (Sec, U): 

Selenocysteín sa podobá na cysteín, ale namiesto atómu síry má atóm 

selénu. Selenocysteín je kódovaný kodónom UGA (stop kodón; opál); 

zaradenie selenocysteínu je spôsobené sekvenciou v bezprostrednom okolí 

kodónu UGA. Vyskytuje sa napr. v glutationperoxidázach. 

 

 
(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Selenocysteine) 

 

 

 

22. aminokyselina: pyrolyzín (Pyl, O): 

Pyrolyzín sa podobá na lyzín, ale má pridaný pyrolínový kruh viazaný na 

koniec postranného reťazca lyzínu. Pyrolyzín je kódovaný kodónom UAG 

(stop kodón; jantár); prirodzene sa vyskytuje v metanogénnych 

archaebaktériách ako súčasť ich metán-produkujúceho metabolizmu. 

 

 

 

(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrrolysine) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Selenocysteine
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrrolysine
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Všeobecný vzorec α-aminokseliny 

 

 

 

R – postranný (bočný) reťazec: 

- ním sa odlišujú jednotlivé aminokyseliny; 

- určuje, či je daná aminokyselina pri fyziologickom pH nabitá 

(protonovaná) alebo nenabitá (deprotonovaná); 

- α-uhlík (Cα) je chirálny (okrem glycínu). 

 

 

Všetky živé formy majú zabudované L-formy aminokyselín.  

Proteín s D-formou aminokyselín by v podstate nemohol existovať, pretože by 

bočné reťazce boli usporiadané zlým smerom. Je to dané aj translačnou 

mašinériou proteosyntézy. 

L-forma je zrkadlovým obrazom D-formy (rovnaký molekulový vzorec, ale 

podobná štruktúra). 

Nemožno ich preložiť jednu cez druhú. 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%290) 

CORN pravidlo 

http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%290
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CORN pravidlo: 

- L-forma: COOH, R, NH2 a H – v smere otáčania hodinových ručičiek 

- D-forma: COOH, R, NH2 a H – proti smeru otáčania hodinových ručičiek 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%290) 

 

(S)-Alanín a (R)-alanín v zwitteriónovej forme (neutrálne pH). 

 

 

Zwitterión (z nemčiny "Zwitter" - hybrid) je zlúčenina s kyslou, aj zásaditou 

skupinou v tej istej molekule. 

Pri neutrálnom (fyziologickom) pH zwitterión obsahuje naraz negatívne 

nabité anióny (COO-) a pozitívne nabité katióny (NH3
+). 

Navonok však je to častica neutrálna (hoci nabitá). 

 

 

(S)-alanín                                 (R)-alanín 

http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%290
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2. Vznik proteínov, peptidová väzba, peptidy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://www.chemicalconnection.org.uk/chemistry/topics/view.php?topic=5&headingno=3) 

 

Peptidová väzba -C(O)-N(H)- je chemická väzba tvorená medzi dvoma 

molekulami aminokyselín. 

 

Karboxylová skupina jednej (1.) aminokyseliny reaguje s amino skupinou 

druhej (2.) aminokyseliny, pričom sa uvoľní molekula vody (H2O). 

 

Je to dehydratácia. 

 

- napr. tripeptid 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS95/course/3_geometry/peptide2.html) 

Peptidové väzby 
Amino koniec 

(N-koniec) 
Karboxy koniec 

(C-koniec) 

peptidová väzba 

- H2O 

http://www.chemicalconnection.org.uk/chemistry/topics/view.php?topic=5&headingno=3
http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS95/course/3_geometry/peptide2.html
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Aspartám (umelé sladidlo) – L-aspartyl-L-fenylalanín metyl ester 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://www.sweetenerbook.com/aspartame_2.html) 

 

Oligopeptidy (~ 20-50 aminokyselinových zvyškov). 

Viac ako 50 zvyškov – proteín. 

N-koniec (začiatok proteínu) a C-koniec (koniec proteínu). 

 

 

Peptidové roviny (jednotky) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Moran a kol. Principles of Biochemistry, Pearson Education, Inc., Boston, 2011) 

 

Väzba medzi karbonylovým uhlíkom a dusíkom má čiastočne charakter 

dvojitej väzby, rotácia je obmedzená (znemožnená). 

Zároveň je peptidová jednotka planárna, pričom rotácia je dovolená na Cα. 

N-koniec C-koniec 

http://www.sweetenerbook.com/aspartame_2.html
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Dĺžka C-N väzby je kratšia než dĺžka väzby Cα-N. 

Dĺžka C=O väzby je v skutočnosti dlhšia než normálna karbonylová väzba. 

Dôsledok mezomérneho účinku atómu kyslíka na voľný elektrónový pár na 

atóme dusíka; vzniknuté náboje sú parciálne. 

Atómy peptidovej väzby N, C, O a atómy k nim pripojené ležia v jednej rovine. 

Peptidová väzba je planárna. 

Rotovať môžu iba väzby Cα–N a Cα–C(O) (rotácie na Cα uhlíkoch). 

 

 

Dihedrálne (torzné) uhly φ a ψ 

 

Dihedrálne uhly φ a ψ (voľné otáčanie skupín na Cα). 

Jedna dvojica torzných uhlov sa vždy priraďuje jednému Cα uhlíku. 
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(Upravené podľa: http://www.iop.vast.ac.vn/theor/conferences/smp/1st/kaminuma/UCSFComputerGraphicsLab/AAA.html) 

 

Rotácie sú definované torznými uhlami φ (Cα–N väzba) a ψ (Cα–C(O) väzba). 

Hodnoty torzných uhlov sú ovplyvňované susednými aminokyselinovými 

zvyškami. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://en.wikipedia.org/wiki/Ramachandran_plot) 

C-koniec 

N-koniec 

i-ty zvyšok 

- 

Tripeptid 
alanínu 

http://www.iop.vast.ac.vn/theor/conferences/smp/1st/kaminuma/UCSFComputerGraphicsLab/AAA.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Ramachandran_plot
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3. Primárna a sekundárna štruktúra proteínov 

 

 

Definície 

- primárna – poradie monomérových jednotiek, t.j. aminokyselinová 

sekvencia; 

-  sekundárna – geometrické usporiadania úsekov peptidových reťazcov 

(α-špirála, skladaný list – β-vlákna, ohyby, slučky); 

-  terciárna – priestorové usporiadanie polypeptidového reťazca (domény, 

motívy...); 

-  kvartérna – priestorové usporiadanie podjednotiek (diméry, triméry, ... 

oligoméry). 

 

Vyššie typy štruktúr (sekundárna a terciárna) sú determinované primárnou 

štruktúrou. 

 

 

Konfigurácie peptidovej väzby cis a trans 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://ictwiki.iitk.ernet.in/wiki/index.php/Peptides_and_proteins) 

 

Energeticky výhodnejšia je konfigurácia trans (~8 kJ/mol). 

Konfigurácia cis – ak N-atóm poskytuje prolín. 

CIS 
TRANS 

http://ictwiki.iitk.ernet.in/wiki/index.php/Peptides_and_proteins
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Primárna štruktúra 

 

α-Amyláza z ľudských slín 

MKLFWLLFTIGFCWAQYSSNTQQGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLAPKGFGGVQVSPP   60 

NENVAIHNPFRPWWERYQPVSYKLCTRSGNEDEFRNMVTRCNNVGVRIYVDAVINHMCGN  120 

AVSAGTSSTCGSYFNPGSRDFPAVPYSGWDFNDGKCKTGSGDIENYNDATQVRDCRLSGL  180 

LDLALGKDYVRSKIAEYMNHLIDIGVAGFRIDASKHMWPGDIKAILDKLHNLNSNWFPEG  240 

SKPFIYQEVIDLGGEPIKSSDYFGNGRVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWG  300 

FMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWP  360 

RYFENGKDVNDWVGPPNDNGVTKEVTINPDTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVNFRNVVDGQP  420 

FTNWYDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWTFSLTLQTGLPAGTYCDVISGDKINGNCTGI  480 

KIYVSDDGKAHFSISNSAEDPFIAIHAESKL                               511 

 

MKLFWLLFTIGFCWA                                                sp 

QYSSNTQQGRTSIVHLFEWRWVDIALECERYLAPKGFGGVQVSPPNENVAIHNPFRPWWE   60 

RYQPVSYKLCTRSGNEDEFRNMVTRCNNVGVRIYVDAVINHMCGNAVSAGTSSTCGSYFN  120 

PGSRDFPAVPYSGWDFNDGKCKTGSGDIENYNDATQVRDCRLSGLLDLALGKDYVRSKIA  180 

EYMNHLIDIGVAGFRIDASKHMWPGDIKAILDKLHNLNSNWFPEGSKPFIYQEVIDLGGE  240 

PIKSSDYFGNGRVTEFKYGAKLGTVIRKWNGEKMSYLKNWGEGWGFMPSDRALVFVDNHD  300 

NQRGHGAGGASILTFWDARLYKMAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWPRYFENGKDVNDWVGP  360 

PNDNGVTKEVTINPDTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVNFRNVVDGQPFTNWYDNGSNQVAFG  420 

RGNRGFIVFNNDDWTFSLTLQTGLPAGTYCDVISGDKINGNCTGIKIYVSDDGKAHFSIS  480 

NSAEDPFIAIHAESKL                                              496 

 

 

UniProt databáza: P04745 (http://www.uniprot.org/) 

- accession number (prístupové číslo) 

 

http://www.uniprot.org/
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Sekundárna štruktúra 

 

- α-helix 

- β-skladaný list (β-vlákna) 

- ohyby a slučky 

 

α-Helixy spolu sú spolu s β-listami (vláknami) základné – pravidelné – 

elementy sekundárnej štruktúry proteínov. 

 

 

Helix (špirála) 

 

- aminokyseliny sú v α-helixe usporiadané v pravotočivej závitnicovej 

štruktúre (~0,5 nm šírka); 

- každá aminokyselina sa zatáča asi v 100o ohybe (posun ~0,15 nm 

pozdĺž osi špirály);  

- helix je tesne zbalený, takmer bez voľného miesta; 

- na jednu otáčku špirály pripadá v α-helixe 3,6 aminokyselinového 

zvyšku; 

- všetky aminokyselinové zvyšky sú orientované von zo špirály; 

- N-H skupina aminokyseliny n môže tvoriť vodíkovú väzbu s C=O 

skupinou aminokyseliny n+4; 

- krátke polypeptidy zvyčajne nemôžu adoptovať α-helix (strata entropie 

je príliš vysoká); 

- niektoré aminokyseliny – prolín a glycín – narúšajú špirálovú 

štruktúru (tzv. helix breakers); 

- helix má pozitívny náboj na N-konci a negatívny náboj na C-konci 

(helixový dipól; destabilizačný vplyv); kompenzácia je obsadením N-

konca negatívne nabitým zvyškom (napr. Glu) – stabilizácia dipólu. 

Menej bežné (a menej efektívne) je obsadenie C-konca pozitívne 

nabitým zvyškom (napr. Lys); 

- štruktúra bola prvý-krát navrhnutá v roku 1951 (Pauling a Corey). 
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Linus Pauling a Robert Corey  

s ich modelom α-helixu (1951). 

(Upravené podľa: Eisenberg Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100: 11207 a 

http://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Proteins) 

 

α-helix = 3,613 helix (αR) – číslo 13 udáva počet atómov medzi atómami O a H 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Myoglobín 

Prvý proteín, ktorého štruktúra bola vyriešena Rtg kryštalografiou (1958), 

Max Perutz a John Kendrew; Nobelova cena za chémiu; terciárna štruktúra 

myoglobínu obsahuje len α-špirály (a štatistické klbko); žiadne β-listy. 

 3,6 amino- 
  kyseliny 

http://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Proteins
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Skladaný list (β-vlákna) 

 

- štruktúra β-listu bola tiež prvý-krát navrhnutá v roku 1951 (Pauling 

a Corey); 

- pozostáva z dvoch a viac aminokyselinových úsekov (β-vlákien) v tom 

istom proteíne, ktoré sú navzájom rovnobežné a susedia spolu; 

- orientácia môže byť tým istým smerom (paralelné vlákna) alebo môže 

alternovať (antiparalelné vlákna); 

- vodíkové väzby sa tvoria medzi dvomi vláknami toho istého β-listu; 

- postranné reťazce aminokyselín sú takmer úplne rozvinuté v celom β-

vlákne; 

- N-H skupiny kostry jedného vlákna tvoria H-väzby s C=O skupinami 

v kostre susediaceho vlákna (efekt sa kumuluje a prispieva k stabilite 

β-listu a jeho štruktúrnej rigidite); 

- Cα atómy susedných β-vlákien sú od seba vzdialené 0,35 nm; 

- bočné reťazce aminokyselinových zvyškov v β-listovej štruktúre môžu 

byť usporiadané aj tak, že na jednej strane listu sú hydrofóbne 

postranné reťazce, kým na protiľahlej strane listu sú polárne alebo 

nabité (t.j. hydrofilné) reťazce; 

- niektoré sekvencie β-listu sa najmä na prolínových zvyškoch pozdĺž 

svojej kostry otáčajú v tzv. vlásočnicovom ohybe (hairpin turn); 

- β-listy v skutočnosti nie sú až také otvorené štruktúry, ako naznačuje 

ich názov – β-vlákna možno považovať za veľmi voľne zvinuté 

pravotočivé špirály. 

 

 

Vodíkové väzby 

 

Väčší počet H-väzieb sa tvorí pri antiparalelnom β-liste.  

Intermolekulárne H-väzby sú medzi rôznymi polypeptidovými reťazcami, kým 

intramolekulárne sú medzi rôznymi časťami toho istého polypeptidového 

reťazca. 
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Trojvláknový β-list 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

paralelný

N

antiparalelný
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4. Terciárna a kvartérna štruktúra proteínov 

 

 

Terciárna štruktúra 

Je to priestorová štruktúra proteínu, jeho molekuly. 

Vyriešiť, resp. poznať terciárnu štruktúru proteínu znamená získať pozíciu – 

t.j. koordináty v priestore (x, y, z) – pre každý atóm, ktorý tvorí molekulu 

proteínu. Najdôležitejšie sú atómy tvoriace kostru polypeptidového reťazca, 

t.j. atómy N, Cα a C(O), ale rovnako je potrebné určiť koordináty pre všetky 

ostatné atómy (okrem atómov vodíka – kvôli malej veľkosti). 

 

Priestorová štruktúra proteínu sa určuje (rieši): 

- metódami röntgenovej kryštalografie (proteín v tuhom stave); 

- metódami NMR spektroskopie (v roztoku; menšie proteíny). 

 

Pre metódy röntgenovej kryštalografie je potrebné získať proteín vysokej 

čistoty a následne kryštál, ktorý vhodne difraktuje. Presnosť stanovenia 

štruktúry (rozlíšenie) sa udáva v „Å“ (10-10 m). Čím je hodnota v „Å“ nižšia, 

tým je štruktúra určená presnejšie (t.j. s väčším rozlíšením). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Štruktúra triózafosfátizomerázy (PDB kód: 1TIM). Zobrazenia: (a) atómový 

model, (b) Cα kostra (c) „CPK“ model, (d) model stuhy so zapnutými atómami, 

(e) model stuhy s vypnutými atómami, (f) schéma - α–helixy a β-vlákna. 

(a)                                                              (b)                                                        (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(d)                                                            (e)                                                           (f) 
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Databáza PDB (Protein Data Bank) – http://www.rcsb.org/pdb/ 

 

Vyriešené štruktúry jednotlivých proteínov sú v PDB uložené pod tzv. PDB 

(prístupovými) kódmi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trojdoménová α-amyláza (PDB kód: 2TAA) a 5-doménová 

cycklodextrínglukanotransferáza (PDB kód: 1CDG); vpravo sú farebne 

odlíšené jednotlivé domény A-E. 

http://www.rcsb.org/pdb/
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Titulná stránka v PDB (↑) pre vyriešenú terciárnu štruktúru α–amylázy 
z Aspergillus oryzae (2TAA) a samotný PDB súbor s koordinátami (↓) pre 

prvých 10 a posledné 4 zvyšky a atóm vápnika v molekule „A“. 
 
 
HEADER    HYDROLASE (O-GLYCOSYL)                  18-OCT-82   2TAA               

TITLE     STRUCTURE AND POSSIBLE CATALYTIC RESIDUES OF TAKA-AMYLASE A            

COMPND    MOL_ID: 1;                                                             

COMPND   2 MOLECULE: TAKA-AMYLASE A;                                             

COMPND   3 CHAIN: A, B, C;                                                       

COMPND   4 EC: 3.2.1.1;                                                          

COMPND   5 ENGINEERED: YES                                                       

SOURCE    MOL_ID: 1;                                                             

SOURCE   2 ORGANISM_SCIENTIFIC: ASPERGILLUS ORYZAE;                              

SOURCE   3 ORGANISM_TAXID: 5062                                                  

KEYWDS    HYDROLASE (O-GLYCOSYL)                                                 

EXPDTA    X-RAY DIFFRACTION                                                      

AUTHOR    M.KUSUNOKI,Y.MATSUURA,N.TANAKA,M.KAKUDO                                

REVDAT   8   13-JUL-11 2TAA    1       VERSN                                     

REVDAT   7   24-FEB-09 2TAA    1       VERSN                                     

REVDAT   6   15-OCT-89 2TAA    3       MTRIX                                     

REVDAT   5   22-OCT-84 2TAA    1       SEQRES SHEET                              

REVDAT   4   17-JUL-84 2TAA    2       REMARK SSBOND CONECT                      

REVDAT   3   31-JAN-84 2TAA    1       REMARK                                    

REVDAT   2   30-SEP-83 2TAA    1       REVDAT                                    

REVDAT   1   21-OCT-82 2TAA    0                                                 

SPRSDE     21-OCT-82 2TAA      1TAA                                              

JRNL        AUTH   Y.MATSUURA,M.KUSUNOKI,W.HARADA,M.KAKUDO                       

JRNL        TITL   STRUCTURE AND POSSIBLE CATALYTIC RESIDUES OF TAKA-AMYLASE A   

JRNL        REF    J.BIOCHEM.(TOKYO)             V.  95   697 1984               

JRNL        REFN                   ISSN 0021-924X                                

JRNL        PMID   6609921                                                       

REMARK   1                                                                       

REMARK   1 REFERENCE 1                                                           

REMARK   1  AUTH   Y.MATSUURA,M.KUSUNOKI,W.HARADA,N.TANAKA,Y.IGA,N.YASUOKA,      

REMARK   1  AUTH 2 H.TODA,K.NARITA,M.KAKUDO                                      
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REMARK   1  TITL   MOLECULAR STRUCTURE OF TAKA-AMYLASE A. I. BACKBONE CHAIN      

REMARK   1  TITL 2 FOLDING AT 3 ANGSTROMS RESOLUTION                             

REMARK   1  REF    J.BIOCHEM.(TOKYO)             V.  87  1555 1980               

REMARK   1  REFN                   ISSN 0021-924X                                

REMARK   1 REFERENCE 2                                                           

REMARK   1  AUTH   Y.MATSUURA,M.KUSUNOKI,W.DATE,S.HARADA,S.BANDO,N.TANAKA,       

REMARK   1  AUTH 2 M.KAKUDO                                                      

REMARK   1  TITL   LOW RESOLUTION CRYSTAL STRUCTURES OF TAKA-AMYLASE A AND ITS   

REMARK   1  TITL 2 COMPLEXES WITH INHIBITORS                                     

REMARK   1  REF    J.BIOCHEM.(TOKYO)             V.  86  1773 1979               

REMARK   1  REFN                   ISSN 0021-924X                                

REMARK   2                                                                       

REMARK   2 RESOLUTION.    3.00 ANGSTROMS.                                        

REMARK   3                                                                       

REMARK   3 REFINEMENT.                                                           

REMARK   3   PROGRAM     : NULL                                                  

REMARK   3   AUTHORS     : NULL                                                  

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  DATA USED IN REFINEMENT.                                             

REMARK   3   RESOLUTION RANGE HIGH (ANGSTROMS) : 3.00                            

REMARK   3   RESOLUTION RANGE LOW  (ANGSTROMS) : NULL                            

REMARK   3   DATA CUTOFF            (SIGMA(F)) : NULL                            

REMARK   3   DATA CUTOFF HIGH         (ABS(F)) : NULL                            

REMARK   3   DATA CUTOFF LOW          (ABS(F)) : NULL                            

REMARK   3   COMPLETENESS (WORKING+TEST)   (%) : NULL                            

REMARK   3   NUMBER OF REFLECTIONS             : NULL                            

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  FIT TO DATA USED IN REFINEMENT.                                      

REMARK   3   CROSS-VALIDATION METHOD          : NULL                             

REMARK   3   FREE R VALUE TEST SET SELECTION  : NULL                             

REMARK   3   R VALUE            (WORKING SET) : NULL                             

REMARK   3   FREE R VALUE                     : NULL                             

REMARK   3   FREE R VALUE TEST SET SIZE   (%) : NULL                             

REMARK   3   FREE R VALUE TEST SET COUNT      : NULL                             

REMARK   3   ESTIMATED ERROR OF FREE R VALUE  : NULL                             

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  FIT IN THE HIGHEST RESOLUTION BIN.                                   

REMARK   3   TOTAL NUMBER OF BINS USED           : NULL                          

REMARK   3   BIN RESOLUTION RANGE HIGH       (A) : NULL                          

REMARK   3   BIN RESOLUTION RANGE LOW        (A) : NULL                          

REMARK   3   BIN COMPLETENESS (WORKING+TEST) (%) : NULL                          

REMARK   3   REFLECTIONS IN BIN    (WORKING SET) : NULL                          

REMARK   3   BIN R VALUE           (WORKING SET) : NULL                          

REMARK   3   BIN FREE R VALUE                    : NULL                          

REMARK   3   BIN FREE R VALUE TEST SET SIZE  (%) : NULL                          

REMARK   3   BIN FREE R VALUE TEST SET COUNT     : NULL                          

REMARK   3   ESTIMATED ERROR OF BIN FREE R VALUE : NULL                          

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  NUMBER OF NON-HYDROGEN ATOMS USED IN REFINEMENT.                     

REMARK   3   PROTEIN ATOMS            : 11070                                    

REMARK   3   NUCLEIC ACID ATOMS       : 0                                        

REMARK   3   HETEROGEN ATOMS          : 3                                        

REMARK   3   SOLVENT ATOMS            : 0                                        

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  B VALUES.                                                            

REMARK   3   FROM WILSON PLOT           (A**2) : NULL                            

REMARK   3   MEAN B VALUE      (OVERALL, A**2) : NULL                            

REMARK   3   OVERALL ANISOTROPIC B VALUE.                                        

REMARK   3    B11 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3    B22 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3    B33 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3    B12 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3    B13 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3    B23 (A**2) : NULL                                                  

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  ESTIMATED COORDINATE ERROR.                                          

REMARK   3   ESD FROM LUZZATI PLOT        (A) : NULL                             

REMARK   3   ESD FROM SIGMAA              (A) : NULL                             

REMARK   3   LOW RESOLUTION CUTOFF        (A) : NULL                             

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  CROSS-VALIDATED ESTIMATED COORDINATE ERROR.                          

REMARK   3   ESD FROM C-V LUZZATI PLOT    (A) : NULL                             
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REMARK   3   ESD FROM C-V SIGMAA          (A) : NULL                             

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  RMS DEVIATIONS FROM IDEAL VALUES.                                    

REMARK   3   BOND LENGTHS                 (A) : NULL                             

REMARK   3   BOND ANGLES            (DEGREES) : NULL                             

REMARK   3   DIHEDRAL ANGLES        (DEGREES) : NULL                             

REMARK   3   IMPROPER ANGLES        (DEGREES) : NULL                             

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  ISOTROPIC THERMAL MODEL : NULL                                       

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  ISOTROPIC THERMAL FACTOR RESTRAINTS.    RMS    SIGMA                 

REMARK   3   MAIN-CHAIN BOND              (A**2) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3   MAIN-CHAIN ANGLE             (A**2) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3   SIDE-CHAIN BOND              (A**2) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3   SIDE-CHAIN ANGLE             (A**2) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  NCS MODEL : NULL                                                     

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  NCS RESTRAINTS.                         RMS   SIGMA/WEIGHT           

REMARK   3   GROUP  1  POSITIONAL            (A) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3   GROUP  1  B-FACTOR           (A**2) : NULL  ; NULL                  

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  PARAMETER FILE  1  : NULL                                            

REMARK   3  TOPOLOGY FILE  1   : NULL                                            

REMARK   3                                                                       

REMARK   3  OTHER REFINEMENT REMARKS: NULL                                       

REMARK   4                                                                       

REMARK   4 2TAA COMPLIES WITH FORMAT V. 3.30, 13-JUL-11                          

REMARK 100                                                                       

REMARK 100 THIS ENTRY HAS BEEN PROCESSED BY BNL.                                 

REMARK 200                                                                       

REMARK 200 EXPERIMENTAL DETAILS                                                  

REMARK 200  EXPERIMENT TYPE                : X-RAY DIFFRACTION                   

REMARK 200  DATE OF DATA COLLECTION        : NULL                                

REMARK 200  TEMPERATURE           (KELVIN) : NULL                                

REMARK 200  PH                             : NULL                                

REMARK 200  NUMBER OF CRYSTALS USED        : NULL                                

REMARK 200                                                                       

REMARK 200  SYNCHROTRON              (Y/N) : NULL                                

REMARK 200  RADIATION SOURCE               : NULL                                

REMARK 200  BEAMLINE                       : NULL                                

REMARK 200  X-RAY GENERATOR MODEL          : NULL                                

REMARK 200  MONOCHROMATIC OR LAUE    (M/L) : NULL                                

REMARK 200  WAVELENGTH OR RANGE        (A) : NULL                                

REMARK 200  MONOCHROMATOR                  : NULL                                

REMARK 200  OPTICS                         : NULL                                

REMARK 200                                                                       

REMARK 200  DETECTOR TYPE                  : NULL                                

REMARK 200  DETECTOR MANUFACTURER          : NULL                                

REMARK 200  INTENSITY-INTEGRATION SOFTWARE : NULL                                

REMARK 200  DATA SCALING SOFTWARE          : NULL                                

REMARK 200                                                                       

REMARK 200  NUMBER OF UNIQUE REFLECTIONS   : NULL                                

REMARK 200  RESOLUTION RANGE HIGH      (A) : NULL                                

REMARK 200  RESOLUTION RANGE LOW       (A) : NULL                                

REMARK 200  REJECTION CRITERIA  (SIGMA(I)) : NULL                                

REMARK 200                                                                       

REMARK 200 OVERALL.                                                              

REMARK 200  COMPLETENESS FOR RANGE     (%) : NULL                                

REMARK 200  DATA REDUNDANCY                : NULL                                

REMARK 200  R MERGE                    (I) : NULL                                

REMARK 200  R SYM                      (I) : NULL                                

REMARK 200  <I/SIGMA(I)> FOR THE DATA SET  : NULL                                

REMARK 200                                                                       

REMARK 200 IN THE HIGHEST RESOLUTION SHELL.                                      

REMARK 200  HIGHEST RESOLUTION SHELL, RANGE HIGH (A) : NULL                      

REMARK 200  HIGHEST RESOLUTION SHELL, RANGE LOW  (A) : NULL                      

REMARK 200  COMPLETENESS FOR SHELL     (%) : NULL                                

REMARK 200  DATA REDUNDANCY IN SHELL       : NULL                                

REMARK 200  R MERGE FOR SHELL          (I) : NULL                                

REMARK 200  R SYM FOR SHELL            (I) : NULL                                

REMARK 200  <I/SIGMA(I)> FOR SHELL         : NULL                                
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REMARK 200                                                                       

REMARK 200 DIFFRACTION PROTOCOL: NULL                                            

REMARK 200 METHOD USED TO DETERMINE THE STRUCTURE: NULL                          

REMARK 200 SOFTWARE USED: NULL                                                   

REMARK 200 STARTING MODEL: NULL                                                  

REMARK 200                                                                       

REMARK 200 REMARK: NULL                                                          

REMARK 280                                                                       

REMARK 280 CRYSTAL                                                               

REMARK 280 SOLVENT CONTENT, VS   (%): 65.65                                      

REMARK 280 MATTHEWS COEFFICIENT, VM (ANGSTROMS**3/DA): 3.58                      

REMARK 280                                                                       

REMARK 280 CRYSTALLIZATION CONDITIONS: NULL                                      

REMARK 285                                                                       

REMARK 285 THE ENTRY COORDINATES                                                 

REMARK 285 ARE NOT PRESENTED IN THE STANDARD CRYSTAL FRAME.                      

REMARK 290                                                                       

REMARK 290 CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY                                             

REMARK 290 SYMMETRY OPERATORS FOR SPACE GROUP: P 1 21 1                          

REMARK 290                                                                       

REMARK 290      SYMOP   SYMMETRY                                                 

REMARK 290     NNNMMM   OPERATOR                                                 

REMARK 290       1555   X,Y,Z                                                    

REMARK 290       2555   -X,Y+1/2,-Z                                              

REMARK 290                                                                       

REMARK 290     WHERE NNN -> OPERATOR NUMBER                                      

REMARK 290           MMM -> TRANSLATION VECTOR                                   

REMARK 290                                                                       

REMARK 290 CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY TRANSFORMATIONS                             

REMARK 290 THE FOLLOWING TRANSFORMATIONS OPERATE ON THE ATOM/HETATM              

REMARK 290 RECORDS IN THIS ENTRY TO PRODUCE CRYSTALLOGRAPHICALLY                 

REMARK 290 RELATED MOLECULES.                                                    

REMARK 290   SMTRY1   1  1.000000  0.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 290   SMTRY2   1  0.000000  1.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 290   SMTRY3   1  0.000000  0.000000  1.000000        0.00000             

REMARK 290   SMTRY1   2 -1.000000  0.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 290   SMTRY2   2  0.000000  1.000000  0.000000       66.66667             

REMARK 290   SMTRY3   2  0.000000  0.000000 -1.000000        0.00000             

REMARK 290                                                                       

REMARK 290 REMARK: NULL                                                          

REMARK 300                                                                       

REMARK 300 BIOMOLECULE: 1, 2, 3                                                  

REMARK 300 SEE REMARK 350 FOR THE AUTHOR PROVIDED AND/OR PROGRAM                 

REMARK 300 GENERATED ASSEMBLY INFORMATION FOR THE STRUCTURE IN                   

REMARK 300 THIS ENTRY. THE REMARK MAY ALSO PROVIDE INFORMATION ON                

REMARK 300 BURIED SURFACE AREA.                                                  

REMARK 300 REMARK: THE CRYSTALLOGRAPHIC ASYMMETRIC UNIT FOR THIS ENTRY           

REMARK 300 CONTAINS THREE AMYLASE MOLECULES.  THEY CAN BE GENERATED              

REMARK 300 FROM CHAIN A OF THIS ENTRY BY APPLYING THE                            

REMARK 300 NON-CRYSTALLOGRAPHIC THREE-FOLD SCREW AXIS GIVEN BY THE               

REMARK 300 MTRIX RECORDS BELOW.                                                  

REMARK 350                                                                       

REMARK 350 COORDINATES FOR A COMPLETE MULTIMER REPRESENTING THE KNOWN            

REMARK 350 BIOLOGICALLY SIGNIFICANT OLIGOMERIZATION STATE OF THE                 

REMARK 350 MOLECULE CAN BE GENERATED BY APPLYING BIOMT TRANSFORMATIONS           

REMARK 350 GIVEN BELOW.  BOTH NON-CRYSTALLOGRAPHIC AND                           

REMARK 350 CRYSTALLOGRAPHIC OPERATIONS ARE GIVEN.                                

REMARK 350                                                                       

REMARK 350 BIOMOLECULE: 1                                                        

REMARK 350 AUTHOR DETERMINED BIOLOGICAL UNIT: MONOMERIC                          

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: A                                      

REMARK 350   BIOMT1   1  1.000000  0.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT2   1  0.000000  1.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT3   1  0.000000  0.000000  1.000000        0.00000             

REMARK 350                                                                       

REMARK 350 BIOMOLECULE: 2                                                        

REMARK 350 AUTHOR DETERMINED BIOLOGICAL UNIT: MONOMERIC                          

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: B                                      

REMARK 350   BIOMT1   1  1.000000  0.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT2   1  0.000000  1.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT3   1  0.000000  0.000000  1.000000        0.00000             

REMARK 350                                                                       
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REMARK 350 BIOMOLECULE: 3                                                        

REMARK 350 AUTHOR DETERMINED BIOLOGICAL UNIT: MONOMERIC                          

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: C                                      

REMARK 350   BIOMT1   1  1.000000  0.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT2   1  0.000000  1.000000  0.000000        0.00000             

REMARK 350   BIOMT3   1  0.000000  0.000000  1.000000        0.00000             

REMARK 620                                                                       

REMARK 620 METAL COORDINATION                                                    

REMARK 620 (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN IDENTIFIER;                

REMARK 620 SSEQ=SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE):                              

REMARK 620                                                                       

REMARK 620 COORDINATION ANGLES FOR:  M RES CSSEQI METAL                          

REMARK 620                              CA A 479  CA                             

REMARK 620 N RES CSSEQI ATOM                                                     

REMARK 620 1 ASP A 175   OD2                                                     

REMARK 620 2 ASN A 121   OD1  92.1                                               

REMARK 620 3 ASP A 175   OD1  43.0  81.5                                         

REMARK 620 N                    1     2                                          

REMARK 620                                                                       

REMARK 620 COORDINATION ANGLES FOR:  M RES CSSEQI METAL                          

REMARK 620                              CA B 479  CA                             

REMARK 620 N RES CSSEQI ATOM                                                     

REMARK 620 1 ASP A 476   O                                                       

REMARK 620 2 ASN B 121   OD1  56.1                                               

REMARK 620 3 SER A 477   N     1.2  56.5                                         

REMARK 620 4 SER A 477   O     2.8  58.7   3.1                                   

REMARK 620 5 ASP B 175   OD1 101.8  81.5 100.8 103.6                             

REMARK 620 6 ASP B 175   OD2  73.7  92.1  72.4  74.0  43.0                       

REMARK 620 7 SER A 477   OG    2.2  56.5   3.3   2.5 104.0  75.6                 

REMARK 620 N                    1     2     3     4     5     6                  

REMARK 620                                                                       

REMARK 620 COORDINATION ANGLES FOR:  M RES CSSEQI METAL                          

REMARK 620                              CA C 479  CA                             

REMARK 620 N RES CSSEQI ATOM                                                     

REMARK 620 1 ASN C 121   OD1                                                     

REMARK 620 2 ASP C 175   OD1  81.5                                               

REMARK 620 3 ASP C 175   OD2  92.1  43.0                                         

REMARK 620 N                    1     2                                          

REMARK 700                                                                       

REMARK 700 SHEET                                                                 

REMARK 700 THE NINE-STRANDED SHEET BS1 DESCRIBED BELOW IS ACTUALLY               

REMARK 700 AN EIGHT-STRANDED BETA BARREL.  THIS IS DENOTED BY THE                

REMARK 700 FIRST STRAND RECURRING AS THE LAST STRAND.                            

REMARK 800                                                                       

REMARK 800 SITE                                                                  

REMARK 800 SITE_IDENTIFIER: AC1                                                  

REMARK 800 EVIDENCE_CODE: SOFTWARE                                               

REMARK 800 SITE_DESCRIPTION: BINDING SITE FOR RESIDUE CA A 479                   

REMARK 800                                                                       

REMARK 800 SITE_IDENTIFIER: AC2                                                  

REMARK 800 EVIDENCE_CODE: SOFTWARE                                               

REMARK 800 SITE_DESCRIPTION: BINDING SITE FOR RESIDUE CA B 479                   

REMARK 800                                                                       

REMARK 800 SITE_IDENTIFIER: AC3                                                  

REMARK 800 EVIDENCE_CODE: SOFTWARE                                               

REMARK 800 SITE_DESCRIPTION: BINDING SITE FOR RESIDUE CA C 479                   

DBREF  2TAA A    1   478  UNP    P10529   AMYA_ASPOR      22    499              

DBREF  2TAA B    1   478  UNP    P10529   AMYA_ASPOR      22    499              

DBREF  2TAA C    1   478  UNP    P10529   AMYA_ASPOR      22    499              

SEQRES   1 A  478  ALA THR PRO ALA ASP TRP ARG SER GLN SER ILE TYR PHE           

SEQRES   2 A  478  LEU LEU THR ASP ARG PHE ALA ARG THR ASP GLY SER THR           

SEQRES   3 A  478  THR ALA THR CYS ASN THR ALA ASP GLN LYS TYR CYS GLY           

SEQRES   4 A  478  GLY THR TRP GLN GLY ILE ILE ASP LYS LEU ASP TYR ILE           

SEQRES   5 A  478  GLN GLY MET GLY PHE THR ALA ILE TRP ILE THR PRO VAL           

SEQRES   6 A  478  THR ALA GLN LEU PRO GLN ASP CYS ALA TYR GLY ASP ALA           

SEQRES   7 A  478  TYR THR GLY TYR TRP GLN THR ASP ILE TYR SER LEU ASN           

SEQRES   8 A  478  GLU ASN TYR GLY THR ALA ASP ASP LEU LYS ALA LEU SER           

SEQRES   9 A  478  SER ALA LEU HIS GLU ARG GLY MET TYR LEU MET VAL ASP           

SEQRES  10 A  478  VAL VAL ALA ASN HIS MET GLY TYR ASP GLY ALA GLY SER           

SEQRES  11 A  478  SER VAL ASP TYR SER VAL PHE LYS PRO PHE SER SER GLN           

SEQRES  12 A  478  ASP TYR PHE HIS PRO PHE CYS PHE ILE GLN ASN TYR GLU           

SEQRES  13 A  478  ASP GLN THR GLN VAL GLU ASP CYS TRP LEU GLY ASP ASN           



31 

SEQRES  14 A  478  THR VAL SER LEU PRO ASP LEU ASP THR THR LYS ASP VAL           

SEQRES  15 A  478  VAL LYS ASN GLU TRP TYR ASP TRP VAL GLY SER LEU VAL           

SEQRES  16 A  478  SER ASN TYR SER ILE ASP GLY LEU ARG ILE ASP THR VAL           

SEQRES  17 A  478  LYS HIS VAL GLN LYS ASP PHE TRP PRO GLY TYR ASN LYS           

SEQRES  18 A  478  ALA ALA GLY VAL TYR CYS ILE GLY GLU VAL LEU ASP GLY           

SEQRES  19 A  478  ASP PRO ALA TYR THR CYS PRO TYR GLN ASN VAL MET ASP           

SEQRES  20 A  478  GLY VAL LEU ASN TYR PRO ILE TYR TYR PRO LEU LEU ASN           

SEQRES  21 A  478  ALA PHE LYS SER THR SER GLY SER MET ASP ASP LEU TYR           

SEQRES  22 A  478  ASN MET ILE ASN THR VAL LYS SER ASP CYS PRO ASP SER           

SEQRES  23 A  478  THR LEU LEU GLY THR PHE VAL GLU ASN HIS ASP ASN PRO           

SEQRES  24 A  478  ARG PHE ALA SER TYR THR ASN ASP ILE ALA LEU ALA LYS           

SEQRES  25 A  478  ASN VAL ALA ALA PHE ILE ILE LEU ASN ASP GLY LEU PRO           

SEQRES  26 A  478  ILE ILE TYR ALA GLY GLN GLU GLN HIS TYR ALA GLY GLY           

SEQRES  27 A  478  ASN ASP PRO ALA ASN ARG GLU ALA THR TRP LEU SER GLY           

SEQRES  28 A  478  TYR PRO THR ASP SER GLU LEU TYR LYS LEU ILE ALA SER           

SEQRES  29 A  478  ALA ASN ALA ILE ARG ASN TYR ALA ILE SER LYS ASP THR           

SEQRES  30 A  478  GLY PHE VAL THR TYR LYS ASN PRO TYR ILE LYS ASP ASP           

SEQRES  31 A  478  THR THR ILE ALA MET ARG LYS GLY THR ASP GLY SER GLN           

SEQRES  32 A  478  ILE VAL THR ILE LEU SER ASN LYS GLY ALA SER GLY ASP           

SEQRES  33 A  478  SER TYR THR LEU SER LEU SER GLY ALA SER TYR THR ALA           

SEQRES  34 A  478  GLY GLN GLN LEU THR GLU VAL ILE GLY CYS THR THR VAL           

SEQRES  35 A  478  THR VAL GLY SER ASP GLY ASN VAL PRO VAL PRO MET ALA           

SEQRES  36 A  478  GLY GLY LEU PRO ARG VAL LEU TYR PRO THR GLU LYS LEU           

SEQRES  37 A  478  ALA GLY SER LYS ILE CYS SER ASP SER SER                       

SEQRES   1 B  478  ALA THR PRO ALA ASP TRP ARG SER GLN SER ILE TYR PHE           

SEQRES   2 B  478  LEU LEU THR ASP ARG PHE ALA ARG THR ASP GLY SER THR           

SEQRES   3 B  478  THR ALA THR CYS ASN THR ALA ASP GLN LYS TYR CYS GLY           

SEQRES   4 B  478  GLY THR TRP GLN GLY ILE ILE ASP LYS LEU ASP TYR ILE           

SEQRES   5 B  478  GLN GLY MET GLY PHE THR ALA ILE TRP ILE THR PRO VAL           

SEQRES   6 B  478  THR ALA GLN LEU PRO GLN ASP CYS ALA TYR GLY ASP ALA           

SEQRES   7 B  478  TYR THR GLY TYR TRP GLN THR ASP ILE TYR SER LEU ASN           

SEQRES   8 B  478  GLU ASN TYR GLY THR ALA ASP ASP LEU LYS ALA LEU SER           

SEQRES   9 B  478  SER ALA LEU HIS GLU ARG GLY MET TYR LEU MET VAL ASP           

SEQRES  10 B  478  VAL VAL ALA ASN HIS MET GLY TYR ASP GLY ALA GLY SER           

SEQRES  11 B  478  SER VAL ASP TYR SER VAL PHE LYS PRO PHE SER SER GLN           

SEQRES  12 B  478  ASP TYR PHE HIS PRO PHE CYS PHE ILE GLN ASN TYR GLU           

SEQRES  13 B  478  ASP GLN THR GLN VAL GLU ASP CYS TRP LEU GLY ASP ASN           

SEQRES  14 B  478  THR VAL SER LEU PRO ASP LEU ASP THR THR LYS ASP VAL           

SEQRES  15 B  478  VAL LYS ASN GLU TRP TYR ASP TRP VAL GLY SER LEU VAL           

SEQRES  16 B  478  SER ASN TYR SER ILE ASP GLY LEU ARG ILE ASP THR VAL           

SEQRES  17 B  478  LYS HIS VAL GLN LYS ASP PHE TRP PRO GLY TYR ASN LYS           

SEQRES  18 B  478  ALA ALA GLY VAL TYR CYS ILE GLY GLU VAL LEU ASP GLY           

SEQRES  19 B  478  ASP PRO ALA TYR THR CYS PRO TYR GLN ASN VAL MET ASP           

SEQRES  20 B  478  GLY VAL LEU ASN TYR PRO ILE TYR TYR PRO LEU LEU ASN           

SEQRES  21 B  478  ALA PHE LYS SER THR SER GLY SER MET ASP ASP LEU TYR           

SEQRES  22 B  478  ASN MET ILE ASN THR VAL LYS SER ASP CYS PRO ASP SER           

SEQRES  23 B  478  THR LEU LEU GLY THR PHE VAL GLU ASN HIS ASP ASN PRO           

SEQRES  24 B  478  ARG PHE ALA SER TYR THR ASN ASP ILE ALA LEU ALA LYS           

SEQRES  25 B  478  ASN VAL ALA ALA PHE ILE ILE LEU ASN ASP GLY LEU PRO           

SEQRES  26 B  478  ILE ILE TYR ALA GLY GLN GLU GLN HIS TYR ALA GLY GLY           

SEQRES  27 B  478  ASN ASP PRO ALA ASN ARG GLU ALA THR TRP LEU SER GLY           

SEQRES  28 B  478  TYR PRO THR ASP SER GLU LEU TYR LYS LEU ILE ALA SER           

SEQRES  29 B  478  ALA ASN ALA ILE ARG ASN TYR ALA ILE SER LYS ASP THR           

SEQRES  30 B  478  GLY PHE VAL THR TYR LYS ASN PRO TYR ILE LYS ASP ASP           

SEQRES  31 B  478  THR THR ILE ALA MET ARG LYS GLY THR ASP GLY SER GLN           

SEQRES  32 B  478  ILE VAL THR ILE LEU SER ASN LYS GLY ALA SER GLY ASP           

SEQRES  33 B  478  SER TYR THR LEU SER LEU SER GLY ALA SER TYR THR ALA           

SEQRES  34 B  478  GLY GLN GLN LEU THR GLU VAL ILE GLY CYS THR THR VAL           

SEQRES  35 B  478  THR VAL GLY SER ASP GLY ASN VAL PRO VAL PRO MET ALA           

SEQRES  36 B  478  GLY GLY LEU PRO ARG VAL LEU TYR PRO THR GLU LYS LEU           

SEQRES  37 B  478  ALA GLY SER LYS ILE CYS SER ASP SER SER                       

SEQRES   1 C  478  ALA THR PRO ALA ASP TRP ARG SER GLN SER ILE TYR PHE           

SEQRES   2 C  478  LEU LEU THR ASP ARG PHE ALA ARG THR ASP GLY SER THR           

SEQRES   3 C  478  THR ALA THR CYS ASN THR ALA ASP GLN LYS TYR CYS GLY           

SEQRES   4 C  478  GLY THR TRP GLN GLY ILE ILE ASP LYS LEU ASP TYR ILE           

SEQRES   5 C  478  GLN GLY MET GLY PHE THR ALA ILE TRP ILE THR PRO VAL           

SEQRES   6 C  478  THR ALA GLN LEU PRO GLN ASP CYS ALA TYR GLY ASP ALA           

SEQRES   7 C  478  TYR THR GLY TYR TRP GLN THR ASP ILE TYR SER LEU ASN           

SEQRES   8 C  478  GLU ASN TYR GLY THR ALA ASP ASP LEU LYS ALA LEU SER           

SEQRES   9 C  478  SER ALA LEU HIS GLU ARG GLY MET TYR LEU MET VAL ASP           

SEQRES  10 C  478  VAL VAL ALA ASN HIS MET GLY TYR ASP GLY ALA GLY SER           

SEQRES  11 C  478  SER VAL ASP TYR SER VAL PHE LYS PRO PHE SER SER GLN           
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SEQRES  12 C  478  ASP TYR PHE HIS PRO PHE CYS PHE ILE GLN ASN TYR GLU           

SEQRES  13 C  478  ASP GLN THR GLN VAL GLU ASP CYS TRP LEU GLY ASP ASN           

SEQRES  14 C  478  THR VAL SER LEU PRO ASP LEU ASP THR THR LYS ASP VAL           

SEQRES  15 C  478  VAL LYS ASN GLU TRP TYR ASP TRP VAL GLY SER LEU VAL           

SEQRES  16 C  478  SER ASN TYR SER ILE ASP GLY LEU ARG ILE ASP THR VAL           

SEQRES  17 C  478  LYS HIS VAL GLN LYS ASP PHE TRP PRO GLY TYR ASN LYS           

SEQRES  18 C  478  ALA ALA GLY VAL TYR CYS ILE GLY GLU VAL LEU ASP GLY           

SEQRES  19 C  478  ASP PRO ALA TYR THR CYS PRO TYR GLN ASN VAL MET ASP           

SEQRES  20 C  478  GLY VAL LEU ASN TYR PRO ILE TYR TYR PRO LEU LEU ASN           

SEQRES  21 C  478  ALA PHE LYS SER THR SER GLY SER MET ASP ASP LEU TYR           

SEQRES  22 C  478  ASN MET ILE ASN THR VAL LYS SER ASP CYS PRO ASP SER           

SEQRES  23 C  478  THR LEU LEU GLY THR PHE VAL GLU ASN HIS ASP ASN PRO           

SEQRES  24 C  478  ARG PHE ALA SER TYR THR ASN ASP ILE ALA LEU ALA LYS           

SEQRES  25 C  478  ASN VAL ALA ALA PHE ILE ILE LEU ASN ASP GLY LEU PRO           

SEQRES  26 C  478  ILE ILE TYR ALA GLY GLN GLU GLN HIS TYR ALA GLY GLY           

SEQRES  27 C  478  ASN ASP PRO ALA ASN ARG GLU ALA THR TRP LEU SER GLY           

SEQRES  28 C  478  TYR PRO THR ASP SER GLU LEU TYR LYS LEU ILE ALA SER           

SEQRES  29 C  478  ALA ASN ALA ILE ARG ASN TYR ALA ILE SER LYS ASP THR           

SEQRES  30 C  478  GLY PHE VAL THR TYR LYS ASN PRO TYR ILE LYS ASP ASP           

SEQRES  31 C  478  THR THR ILE ALA MET ARG LYS GLY THR ASP GLY SER GLN           

SEQRES  32 C  478  ILE VAL THR ILE LEU SER ASN LYS GLY ALA SER GLY ASP           

SEQRES  33 C  478  SER TYR THR LEU SER LEU SER GLY ALA SER TYR THR ALA           

SEQRES  34 C  478  GLY GLN GLN LEU THR GLU VAL ILE GLY CYS THR THR VAL           

SEQRES  35 C  478  THR VAL GLY SER ASP GLY ASN VAL PRO VAL PRO MET ALA           

SEQRES  36 C  478  GLY GLY LEU PRO ARG VAL LEU TYR PRO THR GLU LYS LEU           

SEQRES  37 C  478  ALA GLY SER LYS ILE CYS SER ASP SER SER                       

HET     CA  A 479       1                                                        

HET     CA  B 479       1                                                        

HET     CA  C 479       1                                                        

HETNAM      CA CALCIUM ION                                                       

FORMUL   4   CA    3(CA 2+)                                                      

HELIX    1  H1 GLY A   44  GLN A   53  1HELIX IS BENT AT 49 TO 50         10     

HELIX    2  H2 ASP A   99  ARG A  110  1                                  12     

HELIX    3  H3 VAL A  182  VAL A  195  1                                  14     

HELIX    4  H4 PHE A  215  ALA A  222  1                                   8     

HELIX    5  H5 ALA A  237  TYR A  242  1                                   6     

HELIX    6  H6 PRO A  253  ALA A  261  1                                   9     

HELIX    7  H7 ASP A  270  LYS A  280  1                                  11     

HELIX    8  H8 ILE A  308  LEU A  320  1                                  13     

HELIX    9  H9 GLU A  357  SER A  374  1                                  18     

HELIX   10 H11 GLY B   44  GLN B   53  1HELIX IS BENT AT 49 TO 50         10     

HELIX   11 H12 ASP B   99  ARG B  110  1                                  12     

HELIX   12 H13 VAL B  182  VAL B  195  1                                  14     

HELIX   13 H14 PHE B  215  ALA B  222  1                                   8     

HELIX   14 H15 ALA B  237  TYR B  242  1                                   6     

HELIX   15 H16 PRO B  253  ALA B  261  1                                   9     

HELIX   16 H17 ASP B  270  LYS B  280  1                                  11     

HELIX   17 H18 ILE B  308  LEU B  320  1                                  13     

HELIX   18 H19 GLU B  357  SER B  374  1                                  18     

HELIX   19 H21 GLY C   44  GLN C   53  1HELIX IS BENT AT 49 TO 50         10     

HELIX   20 H22 ASP C   99  ARG C  110  1                                  12     

HELIX   21 H23 VAL C  182  VAL C  195  1                                  14     

HELIX   22 H24 PHE C  215  ALA C  222  1                                   8     

HELIX   23 H25 ALA C  237  TYR C  242  1                                   6     

HELIX   24 H26 PRO C  253  ALA C  261  1                                   9     

HELIX   25 H27 ASP C  270  LYS C  280  1                                  11     

HELIX   26 H28 ILE C  308  LEU C  320  1                                  13     

HELIX   27 H29 GLU C  357  SER C  374  1                                  18     

SHEET    1 BS1 9 SER A  10  LEU A  15  0                                         

SHEET    2 BS1 9 THR A  58  PRO A  64  1                                         

SHEET    3 BS1 9 MET A 112  VAL A 118  1                                         

SHEET    4 BS1 9 GLY A 202  ASP A 206  1                                         

SHEET    5 BS1 9 TYR A 226  VAL A 231  1                                         

SHEET    6 BS1 9 GLY A 248  TYR A 252  1                                         

SHEET    7 BS1 9 LEU A 289  VAL A 293  1                                         

SHEET    8 BS1 9 GLY A 323  ALA A 329  1                                         

SHEET    9 BS1 9 SER A  10  LEU A  15  1                                         

SHEET    1 BS2 3 HIS A 122  GLY A 127  0                                         

SHEET    2 BS2 3 THR A 170  ASP A 175 -1                                         

SHEET    3 BS2 3 TRP A 165  ASN A 169 -1                                         

SHEET    1 BS3 8 ASN A 384  ASP A 390  0                                         

SHEET    2 BS3 8 THR A 392  GLY A 398 -1                                         
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SHEET    3 BS3 8 ILE A 404  ASN A 410 -1                                         

SHEET    4 BS3 8 SER A 417  GLY A 424 -1                                         

SHEET    5 BS3 8 GLY A 430  VAL A 436 -1                                         

SHEET    6 BS3 8 THR A 440  GLY A 445 -1                                         

SHEET    7 BS3 8 VAL A 450  GLY A 456 -1                                         

SHEET    8 BS3 8 LEU A 458  THR A 465 -1                                         

SHEET    1 BS4 9 SER B  10  LEU B  15  0                                         

SHEET    2 BS4 9 THR B  58  PRO B  64  1                                         

SHEET    3 BS4 9 MET B 112  VAL B 118  1                                         

SHEET    4 BS4 9 GLY B 202  ASP B 206  1                                         

SHEET    5 BS4 9 TYR B 226  VAL B 231  1                                         

SHEET    6 BS4 9 GLY B 248  TYR B 252  1                                         

SHEET    7 BS4 9 LEU B 289  VAL B 293  1                                         

SHEET    8 BS4 9 GLY B 323  ALA B 329  1                                         

SHEET    9 BS4 9 SER B  10  LEU B  15  1                                         

SHEET    1 BS5 3 HIS B 122  GLY B 127  0                                         

SHEET    2 BS5 3 THR B 170  ASP B 175 -1                                         

SHEET    3 BS5 3 TRP B 165  ASN B 169 -1                                         

SHEET    1 BS6 8 ASN B 384  ASP B 390  0                                         

SHEET    2 BS6 8 THR B 392  GLY B 398 -1                                         

SHEET    3 BS6 8 ILE B 404  ASN B 410 -1                                         

SHEET    4 BS6 8 SER B 417  GLY B 424 -1                                         

SHEET    5 BS6 8 GLY B 430  VAL B 436 -1                                         

SHEET    6 BS6 8 THR B 440  GLY B 445 -1                                         

SHEET    7 BS6 8 VAL B 450  GLY B 456 -1                                         

SHEET    8 BS6 8 LEU B 458  THR B 465 -1                                         

SHEET    1 BS7 9 SER C  10  LEU C  15  0                                         

SHEET    2 BS7 9 THR C  58  PRO C  64  1                                         

SHEET    3 BS7 9 MET C 112  VAL C 118  1                                         

SHEET    4 BS7 9 GLY C 202  ASP C 206  1                                         

SHEET    5 BS7 9 TYR C 226  VAL C 231  1                                         

SHEET    6 BS7 9 GLY C 248  TYR C 252  1                                         

SHEET    7 BS7 9 LEU C 289  VAL C 293  1                                         

SHEET    8 BS7 9 GLY C 323  ALA C 329  1                                         

SHEET    9 BS7 9 SER C  10  LEU C  15  1                                         

SHEET    1 BS8 3 HIS C 122  GLY C 127  0                                         

SHEET    2 BS8 3 THR C 170  ASP C 175 -1                                         

SHEET    3 BS8 3 TRP C 165  ASN C 169 -1                                         

SHEET    1 BS9 8 ASN C 384  ASP C 390  0                                         

SHEET    2 BS9 8 THR C 392  GLY C 398 -1                                         

SHEET    3 BS9 8 ILE C 404  ASN C 410 -1                                         

SHEET    4 BS9 8 SER C 417  GLY C 424 -1                                         

SHEET    5 BS9 8 GLY C 430  VAL C 436 -1                                         

SHEET    6 BS9 8 THR C 440  GLY C 445 -1                                         

SHEET    7 BS9 8 VAL C 450  GLY C 456 -1                                         

SHEET    8 BS9 8 LEU C 458  THR C 465 -1                                         

SSBOND   1 CYS A   30    CYS A   38                          1555   1555  1.79   

SSBOND   2 CYS A  150    CYS A  164                          1555   1555  1.88   

SSBOND   3 CYS A  240    CYS A  283                          1555   1555  2.06   

SSBOND   4 CYS A  439    CYS A  474                          1555   1555  2.23   

SSBOND   5 CYS B   30    CYS B   38                          1555   1555  1.79   

SSBOND   6 CYS B  150    CYS B  164                          1555   1555  1.88   

SSBOND   7 CYS B  240    CYS B  283                          1555   1555  2.06   

SSBOND   8 CYS B  439    CYS B  474                          1555   1555  2.23   

SSBOND   9 CYS C   30    CYS C   38                          1555   1555  1.79   

SSBOND  10 CYS C  150    CYS C  164                          1555   1555  1.88   

SSBOND  11 CYS C  240    CYS C  283                          1555   1555  2.06   

SSBOND  12 CYS C  439    CYS C  474                          1555   1555  2.23   

LINK        CA    CA A 479                 OD2 ASP A 175     1555   1555  3.03   

LINK        CA    CA A 479                 OD1 ASN A 121     1555   1555  2.11   

LINK        CA    CA A 479                 OD1 ASP A 175     1555   1555  3.07   

LINK        CA    CA B 479                 O   ASP A 476     1555   1556 61.82   

LINK        CA    CA B 479                 OD1 ASN B 121     1555   1555  2.11   

LINK        CA    CA B 479                 N   SER A 477     1555   1556 59.95   

LINK        CA    CA B 479                 O   SER A 477     1555   1556 59.93   

LINK        CA    CA B 479                 OD1 ASP B 175     1555   1555  3.07   

LINK        CA    CA B 479                 OD2 ASP B 175     1555   1555  3.03   

LINK        CA    CA B 479                 OG  SER A 477     1555   1556 58.46   

LINK        CA    CA C 479                 OD1 ASN C 121     1555   1555  2.11   

LINK        CA    CA C 479                 OD1 ASP C 175     1555   1555  3.07   

LINK        CA    CA C 479                 OD2 ASP C 175     1555   1555  3.03   

SITE     1 AC1  3 ASN A 121  GLU A 162  ASP A 175                                
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SITE     1 AC2  3 ASN B 121  GLU B 162  ASP B 175                                

SITE     1 AC3  3 ASN C 121  GLU C 162  ASP C 175                                

CRYST1   91.900  133.300   94.300  90.00 102.70  90.00 P 1 21 1      6           

ORIGX1      1.000000  0.000000  0.000000        0.00000                          

ORIGX2      0.000000  1.000000  0.000000        0.00000                          

ORIGX3      0.000000  0.000000  1.000000        0.00000                          

SCALE1      0.007110  0.000000  0.008600        0.31300                          

SCALE2      0.000000  0.007500  0.000000        0.13700                          

SCALE3     -0.006650  0.000000  0.008600        0.41400                          

MTRIX1   1 -0.537662  0.842761  0.003491      -13.11357    1                     

MTRIX2   1 -0.843195 -0.537874 -0.015704       15.05393    1                     

MTRIX3   1 -0.011223 -0.011613  0.999697       37.58095    1                     

MTRIX1   2  0.494189  0.868623  0.024926      -18.69613    1                     

MTRIX2   2  0.869382 -0.494682  0.002191       40.90763    1                     

MTRIX3   2  0.014088  0.020356 -0.999516        4.56432    1                     

ATOM      1  N   ALA A   1      -8.065  17.989 -10.906  1.00  0.00           N   

ATOM      2  CA  ALA A   1      -7.235  16.799 -11.163  1.00  0.00           C   

ATOM      3  C   ALA A   1      -8.117  15.784 -10.473  1.00  0.00           C   

ATOM      4  O   ALA A   1      -8.999  16.398  -9.862  1.00  0.00           O   

ATOM      5  CB  ALA A   1      -6.004  16.975 -10.304  1.00  0.00           C   

ATOM      6  N   THR A   2      -8.015  14.404 -10.731  1.00  0.00           N   

ATOM      7  CA  THR A   2      -8.896  13.246 -10.275  1.00  0.00           C   

ATOM      8  C   THR A   2      -9.123  12.010 -11.254  1.00  0.00           C   

ATOM      9  O   THR A   2      -9.377  12.191 -12.428  1.00  0.00           O   

ATOM     10  CB  THR A   2     -10.220  13.886 -10.054  1.00  0.00           C   

ATOM     11  OG1 THR A   2     -10.752  14.492 -11.225  1.00  0.00           O   

ATOM     12  CG2 THR A   2     -10.711  14.297  -8.666  1.00  0.00           C   

ATOM     13  N   PRO A   3      -9.514  10.811 -10.733  1.00  0.00           N   

ATOM     14  CA  PRO A   3      -9.710   9.413 -11.371  1.00  0.00           C   

ATOM     15  C   PRO A   3      -9.923   9.115 -12.890  1.00  0.00           C   

ATOM     16  O   PRO A   3      -9.607   8.022 -13.351  1.00  0.00           O   

ATOM     17  CB  PRO A   3     -10.985   8.930 -10.675  1.00  0.00           C   

ATOM     18  CG  PRO A   3     -11.690  10.193 -10.224  1.00  0.00           C   

ATOM     19  CD  PRO A   3     -10.510  10.925  -9.647  1.00  0.00           C   

ATOM     20  N   ALA A   4     -10.732   9.869 -13.615  1.00  0.00           N   

ATOM     21  CA  ALA A   4     -11.084   9.554 -15.029  1.00  0.00           C   

ATOM     22  C   ALA A   4     -10.120  10.164 -16.059  1.00  0.00           C   

ATOM     23  O   ALA A   4     -10.000   9.792 -17.230  1.00  0.00           O   

ATOM     24  CB  ALA A   4     -12.470  10.143 -15.170  1.00  0.00           C   

ATOM     25  N   ASP A   5      -9.434  11.136 -15.575  1.00  0.00           N   

ATOM     26  CA  ASP A   5      -8.405  11.693 -16.441  1.00  0.00           C   

ATOM     27  C   ASP A   5      -7.125  10.824 -16.324  1.00  0.00           C   

ATOM     28  O   ASP A   5      -6.799  10.080 -17.224  1.00  0.00           O   

ATOM     29  CB  ASP A   5      -8.065  13.135 -16.005  1.00  0.00           C   

ATOM     30  CG  ASP A   5      -9.163  14.202 -15.732  1.00  0.00           C   

ATOM     31  OD1 ASP A   5     -10.034  14.483 -16.589  1.00  0.00           O   

ATOM     32  OD2 ASP A   5      -9.000  14.932 -14.744  1.00  0.00           O   

ATOM     33  N   TRP A   6      -6.514  10.824 -15.184  1.00  0.00           N   

ATOM     34  CA  TRP A   6      -5.387   9.985 -14.770  1.00  0.00           C   

ATOM     35  C   TRP A   6      -5.008   8.680 -15.543  1.00  0.00           C   

ATOM     36  O   TRP A   6      -4.044   8.664 -16.250  1.00  0.00           O   

ATOM     37  CB  TRP A   6      -5.563   9.719 -13.334  1.00  0.00           C   

ATOM     38  CG  TRP A   6      -4.994  10.840 -12.496  1.00  0.00           C   

ATOM     39  CD1 TRP A   6      -5.610  11.803 -11.679  1.00  0.00           C   

ATOM     40  CD2 TRP A   6      -3.649  11.181 -12.475  1.00  0.00           C   

ATOM     41  NE1 TRP A   6      -4.659  12.657 -11.141  1.00  0.00           N   

ATOM     42  CE2 TRP A   6      -3.517  12.280 -11.589  1.00  0.00           C   

ATOM     43  CE3 TRP A   6      -2.549  10.625 -13.112  1.00  0.00           C   

ATOM     44  CZ2 TRP A   6      -2.282  12.801 -11.292  1.00  0.00           C   

ATOM     45  CZ3 TRP A   6      -1.297  11.203 -12.844  1.00  0.00           C   

ATOM     46  CH2 TRP A   6      -1.175  12.255 -11.940  1.00  0.00           C   

ATOM     47  N   ARG A   7      -5.891   7.718 -15.470  1.00  0.00           N   

ATOM     48  CA  ARG A   7      -6.089   6.461 -16.239  1.00  0.00           C   

ATOM     49  C   ARG A   7      -5.225   6.355 -17.529  1.00  0.00           C   

ATOM     50  O   ARG A   7      -4.551   5.388 -17.745  1.00  0.00           O   

ATOM     51  CB  ARG A   7      -7.616   6.542 -16.606  1.00  0.00           C   

ATOM     52  CG  ARG A   7      -8.668   5.409 -16.216  1.00  0.00           C   

ATOM     53  CD  ARG A   7     -10.181   5.879 -16.077  1.00  0.00           C   

ATOM     54  NE  ARG A   7     -11.291   4.895 -16.498  1.00  0.00           N   

ATOM     55  CZ  ARG A   7     -12.622   4.978 -16.258  1.00  0.00           C   

ATOM     56  NH1 ARG A   7     -13.455   3.980 -16.429  1.00  0.00           N   

ATOM     57  NH2 ARG A   7     -13.143   6.195 -16.040  1.00  0.00           N   
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ATOM     58  N   SER A   8      -5.225   7.424 -18.329  1.00  0.00           N   

ATOM     59  CA  SER A   8      -4.566   7.763 -19.675  1.00  0.00           C   

ATOM     60  C   SER A   8      -3.072   8.225 -19.778  1.00  0.00           C   

ATOM     61  O   SER A   8      -2.441   8.022 -20.800  1.00  0.00           O   

ATOM     62  CB  SER A   8      -5.457   8.753 -20.414  1.00  0.00           C   

ATOM     63  OG  SER A   8      -6.747   8.883 -19.839  1.00  0.00           O   

ATOM     64  N   GLN A   9      -2.553   8.911 -18.763  1.00  0.00           N   

ATOM     65  CA  GLN A   9      -1.207   9.537 -18.464  1.00  0.00           C   

ATOM     66  C   GLN A   9      -0.031   8.553 -18.263  1.00  0.00           C   

ATOM     67  O   GLN A   9      -0.144   7.650 -17.474  1.00  0.00           O   

ATOM     68  CB  GLN A   9      -1.409  10.315 -17.146  1.00  0.00           C   

ATOM     69  CG  GLN A   9      -0.764  11.668 -17.010  1.00  0.00           C   

ATOM     70  CD  GLN A   9      -1.828  12.759 -16.804  1.00  0.00           C   

ATOM     71  OE1 GLN A   9      -1.676  13.832 -17.277  1.00  0.00           O   

ATOM     72  NE2 GLN A   9      -2.786  12.419 -16.083  1.00  0.00           N   

ATOM     73  N   SER A  10       0.993   8.688 -19.038  1.00  0.00           N   

ATOM     74  CA  SER A  10       2.170   7.791 -18.881  1.00  0.00           C   

ATOM     75  C   SER A  10       2.984   8.202 -17.615  1.00  0.00           C   

ATOM     76  O   SER A  10       2.982   9.368 -17.294  1.00  0.00           O   

ATOM     77  CB  SER A  10       2.844   8.034 -20.254  1.00  0.00           C   

ATOM     78  OG  SER A  10       3.385   6.881 -21.006  1.00  0.00           O   

- pokračovanie 

ATOM   3664  N   SER A 475       6.073   8.445 -40.258  1.00  0.00           N   

ATOM   3665  CA  SER A 475       6.937   8.896 -41.427  1.00  0.00           C   

ATOM   3666  C   SER A 475       6.284  10.033 -42.265  1.00  0.00           C   

ATOM   3667  O   SER A 475       6.259   9.939 -43.468  1.00  0.00           O   

ATOM   3668  CB  SER A 475       7.321   7.635 -42.229  1.00  0.00           C   

ATOM   3669  OG  SER A 475       8.116   7.756 -43.413  1.00  0.00           O   

ATOM   3670  N   ASP A 476       5.776  11.090 -41.626  1.00  0.00           N   

ATOM   3671  CA  ASP A 476       5.133  12.284 -42.240  1.00  0.00           C   

ATOM   3672  C   ASP A 476       6.174  13.363 -42.554  1.00  0.00           C   

ATOM   3673  O   ASP A 476       6.007  14.035 -43.563  1.00  0.00           O   

ATOM   3674  CB  ASP A 476       4.007  12.817 -41.342  1.00  0.00           C   

ATOM   3675  CG  ASP A 476       3.954  14.385 -41.297  1.00  0.00           C   

ATOM   3676  OD1 ASP A 476       3.952  15.004 -40.235  1.00  0.00           O   

ATOM   3677  OD2 ASP A 476       3.942  15.017 -42.330  1.00  0.00           O   

ATOM   3678  N   SER A 477       7.036  13.599 -41.577  1.00  0.00           N   

ATOM   3679  CA  SER A 477       8.055  14.683 -41.595  1.00  0.00           C   

ATOM   3680  C   SER A 477       7.610  16.037 -41.023  1.00  0.00           C   

ATOM   3681  O   SER A 477       7.178  16.874 -41.791  1.00  0.00           O   

ATOM   3682  CB  SER A 477       8.633  14.815 -42.986  1.00  0.00           C   

ATOM   3683  OG  SER A 477       9.626  15.837 -43.066  1.00  0.00           O   

ATOM   3684  N   SER A 478       7.619  16.181 -39.701  1.00  0.00           N   

ATOM   3685  CA  SER A 478       7.120  17.394 -38.962  1.00  0.00           C   

ATOM   3686  C   SER A 478       7.396  17.343 -37.426  1.00  0.00           C   

ATOM   3687  O   SER A 478       8.188  18.098 -36.921  1.00  0.00           O   

ATOM   3688  CB  SER A 478       5.662  17.627 -39.000  1.00  0.00           C   

ATOM   3689  OG  SER A 478       5.356  18.313 -37.828  1.00  0.00           O   

ATOM   3690  OXT SER A 478       6.700  16.633 -36.724  1.00  0.00           O   

TER    3691      SER A 478                                                       

- pokračovanie 

HETATM11074 CA    CA A 479      -0.075  -0.525  10.425  1.00  0.00          CA   

- pokračovanie 

CONECT  235  299                                                                 

CONECT  299  235                                                                 

CONECT  94411074                                                                 

CONECT 1176 1296                                                                 

CONECT 1296 1176                                                                 

CONECT 138011074                                                                 

CONECT 138111074                                                                 

CONECT 1898 2239                                                                 

CONECT 2239 1898                                                                 

CONECT 3418 3663                                                                 

CONECT 3663 3418                                                                 

- pokračovanie 

MASTER      276    1    3   27   60    0    3   1211073    3   36  111           

END                                                                              



36 

Porovnávanie terciárnych štruktúr (structure alignment, overlay): 

- vzájomné preloženie terciárnych štruktúr proteínov; 

- superpozícia atómových koordinát s udaním počtu korešpondujúcich 

Cα atómov a hodnoty rmsd (Å; root-mean square deviation). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kvartérna štruktúra 

 

Je to priestorové usporiadanie podjednotiek proteínu (jeho jednotlivých 

polypeptidových reťazcov). 

Z monoméru sa vytvárajú oligoméry – diméry, triméry, ... 

Tvorba kvartérnej štruktúry je často podmienená zvýšenou výkonnosťou 

proteínu (napr. pri enzýmoch – viac spolupracujúcich aktívnych centier). 

Nie každý proteín musí mať kvartérnu štruktúru. 

 

Príklad: 

- cyklomaltodextrináza z Bacillus sp. I-5 (PDB kód: 1EA9) vytvára 

kvartérnu štruktúru – v závislosti podmienok – monomér – dimér – 

haxamér – dodekamér – pH <6 dimér, pH >6,5 dodekamér (zložený zo 

6 homodimérov). 

 

 

 

 

 

Napr. program MultiProt: http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/ 

http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/
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Dodekamér cyklomaltodextrinázy (6 homodimérov). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Disociácia-asociácia oligomerizácie cyklomaltodextrinázy. 

 

(Upravené podľa: Lee a kol. Biologia 2005, 60 (Suppl. 16): 73) 
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Ramachandranov diagram 

 

Spôsob vizualizácie dihedrálnych uhlov φ a ψ aminokyselinových zvyškov 

proteínu. 

 

Udáva možné konformácie uhlov φ a ψ v reálnom proteíne. 

 

V proteíne väzby hlavného reťazca N-Cα a Cα-C(O) môžu rotovať. 

 

Tieto rotácie sú reprezentované dihedrálnymi (torznými) uhlami φ a ψ. 

 

Určité kombinácie uhlov φ a ψ nie sú dovolené. 

 

Ramachandranov diagram. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS95/course/3_geometry/rama.html) 

 

Ľavotočivý  
alfa-helix 

Pravotočivý alfa-helix 

       Beta-list 

http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS95/course/3_geometry/rama.html
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Biele oblasti v diagrame korešpondujú konformáciám, pri ktorých sa atómy 

v proteíne dostanú bližšie, než je suma ich van der Waals polomerov. 

 

Tieto oblasti sú stéricky zakázané pre všetky aminokyselinové zvyšky okrem 

glycínu (nemá postranný reťazec). 

 

Červené oblasti korešpondujú konformáciám, pre ktoré neexistujú stérické 

prekážky, t.j. sú dovolené – α-helikálna a β-listová konformácia. 

 

Žlté oblasti naznačujú čiastočne dovolené kombinácie uhlov φ a ψ – prípady, 

kedy na výpočet boli použité skrátené van der Waals polomery, t.j. atómy sa 

môžu dostať navzájom bližšie spolu. Toto vysvetľuje oblasť ľavotočivého α-

helixu. 

 

L-aminokyseliny zvyčajne (okrem glycínu) nemôžu tvoriť rozvinuté 

(pretiahnuté) formy ľavotočivej špirály (nevýhodná konformácia); občas tiež 

platí pre kyselinu asparágovú alebo asparagín – schopné tvoriť H-väzby 

s hlavným reťazcom (stabilizujú inak nevýhodnú konformáciu). 

 

Nedovolené oblasti existujú v dôsledku stérických prekážok medzi skupinami 

na Cβ uhlíkoch a atómami hlavného reťazca. 

 

Glycín, ktorý nemá postranný reťazec, môže adoptovať kombinácie uhlov 

φ a ψ vo všetkých kvadrantoch Ramachandranovho diagramu (napr. ohyby). 

 

 

Fibrilárne proteíny 

- na ich opis stačí oblasť αR alebo β-región 

 

Globulárne proteíny 

- všetky dovolené oblasti, pretože reťazec mení smer 
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5. Supersekundárna štruktúra proteínov, motívy a domény 

 

 

Zjednodušená charakterizácia štruktúry proteínov 

 

- primárna – sekvencia; 

- sekundárna – geometria; 

- terciárna – priestor; 

- kvartérna – oligoméry. 

Vyššie typy štruktúr (2D, 3D) sú determinované primárnou štruktúrou, 

ktorá je (vo všeobecnosti) kódovaná DNA. 

 

 

Pridané úrovne štruktúry proteínov 

 

- supersekundárna štruktúra – určitý vzor interakcií medzi helixami 

a vláknami, ktoré sú navzájom blízko v sekvencii; môžu mať vlastnú 

biologickú funkciu (napr. väzbu DNA), prípadne sú časťou väčších 

štruktúrnych zoskupení; 

- doména (modul) – väčšie zoskupenie s vlastným vzorom zvinutia so 

zdanlivo nezávislou stabilitou; v herarchii je medzi supersekundárnou 

a terciárnou štruktúrou; 

- modulárny proteín – multidoménový proteín. 

 

 

Slučky a ohyby 

 

Slučky a ohyby (loops, turns) sú nepravidelné elementy sekundárnej 

štruktúry proteínov. Sú lokalizované najmä na povrchu molekúl 

globulárnych proteínov. 
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Motívy 

 

- β-vlásočnica (β-hairpin); 

- α-vlásočnica (α-hairpin); 

- β-α-β-jednotka (β-α-β-unit). 

 

 

                            

 

 

Jednoduché motívy (a) sa kombinujú a tvoria zložené motívy (b), z ktorých 

potom môže byť vytvorený modul (doména), ktorá môže byť celým proteínom 

alebo jeho súčasťou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 
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V molekule cyklodextrínglukanotransferázy z Bacillus circulans (PDB kód: 

1CDG) sú motívy (a) a ( b) z predchádzajúceho obrázku zvýraznené zelenou, 

resp. žltou farbou. 

 

Nie všetky proteíny majú modulárnu štruktúru, t.j. sú zložené z viacerých 

domén. Menšie proteíny (aj vo veľkosti 200-300 aminokyselinových zvyškov) 

môžu byť tvorené len jednou doménou, napr. TIM-barel – (β/α)8-barel. 

 

                  

 

TIM-barel – katalytická doména tvoriaca celú proteínovú molekulu enzýmu 

TriózafosfátIzoMeráza; z názvu enzýmu pochádza aj názov domény (1. raz 

bola táto častá proteínová štruktúra určená práve v tomto enzýme). 

Štruktúra ako stuha (a) a so zvýraznením α-špirál a β-vlákien (b), pričom 

pohľad je zhora (vľavo) a zboku (vpravo). 

(a) (b) 
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Väzby a interakcie v proteíne 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Bohinski Modern Concepts in Biochemistry, Allyn and Bacon, Boston, 1983) 

 

 

Ideálny proteín 

- hydrofóbne jadro (interiér) a hydrofilný povrch (exteriér) 

 

Reálny proteín 

- hydrofóbne jadro (interiér), v ktorom ale môžu byť hydrofilné molekuly 

vody (napr. kvôli nutnosti transportu substrátu do aktívneho miesta 

enzýmu); 

- hydrofilný povrch (exteriér), na ktorom ale môžu byť rôzne hydrofóbne 

skupiny (napr. aminokyselinové zvyšky s hydrofóbnymi reťazcami 

zabezpečujúce väzbu dôležitých látok na povrchu proteínu). 

 

Odklon od ideálneho stavu v realite je podmienený biologickou funkčnosťou. 
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6. Katalogizácia štruktúr proteínov 

 

 

Štruktúra proteínu vs. štruktúra textu 

 

 

 

 

Klasifikácia proteínov podľa obsahu sekundárnej štruktúry 

 

- α-helix – sekundárna štruktúra iba alebo takmer iba z α-helixov; 

- β-list – sekundárna štruktúra iba alebo takmer iba z β-listov; 

- (α+β) – α-helixy a β-listy separované v odlišných častiach molekuly 

proteínu (absencia β-α-β motívov); 

- α/β – štruktúra je vytvorená alternovaním α-helixov a β-listov 

(prítomnosť β-α-β motívov); 

- α/β lineárna – čiara cez stred β-vlákien listu je ~lineárna; 

- α/β barely – čiara cez stred β-vlákien listu je ~kruhová (elipsa) 

- málo alebo žiadna sekundárna štruktúra. 

 

myoglobín (hlavne α)        chymotrypsín (hlavne β)            papaín (α+β) 
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    flavodoxín (α/β)         triózafosfátizomeráza (α/β)     feredoxín (málo 2D) 

                     

       lineárna                           barel (elipsa) 

 

 

Katalógy štruktúr proteínov 

 

Existencia množstva proteínových štruktúr priniesla potrebu ich 

katalogizácie. 

 

www-systém 

- vhodnosť, dostupnosť, umožňuje prehľadávanie a vyberanie dát, ich 

uchovávanie, prezentáciu (zobrazovanie), vzájomné prepojenie (vrátane 

bibliografických databáz). 

 

 

CATH – Class, Architecture, Topology, Homologous superfamily 

SCOP – Structural Classification Of Proteins 

 

 

        

      http://www.cathdb.info/            http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/ 

 

http://www.cathdb.info/
http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
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CATH 

- sekvenčná superrodina (podobné sekvencie; > ako 35%; domény); 

- homologická superrodina (spoločný predok); 

- topológia (fold; podobné 3D štruktúry); 

- architektúra (rôzne spojenie α a β); 

- trieda (α, β, zmes α-β). 

 

 

 

CATH je personálne spravovaná hierarchická klasifikácia doménových 

štruktúr proteínov, ktorá usporadúva proteíny na štyroch hlavných 

úrovniach:  

Class (C), Architecture (A), Topology (T) and Homologous superfamily (H). 

Trieda (C), architektúra (A), topológia (T) a homologická superrodina (H). 

V súčasnosti sa pridáva ešte sekvenčná rodina – sequence family (S, O, L, I, 

D) – viac ako 35% identita: S – 35%; O – 60%; L – 95%; I – 100%. 
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Popis jednotlivých úrovní v CATH. 

Úroveň Písmeno Názov Kritériá 

1 C Class Secondary structure content 

2 A Architecture General spatial arrangement of 

secondary structures 

3 T Topology Spatial arrangement and connectivity 

of secondary structures (fold) 

4 H Homologous Superfamily Manual curation of evidence of 

evolutionary relationship 

5 S Sequence Family (S35) >= 35% sequence similarity 

6 O Orthologous Family (S60) >= 60% sequence similarity 

7 L “Like” domain (S95) >= 95% sequence similarity 

8 I Identical domain (S100) 100% sequence similarity 

9 D Domain counter  Unique domains 

 

 

- trieda, odvodená z obsahu sekundárnej štuktúry, je pripísaná pre viac 

než 90% proteínových štruktúr automaticky; 

- architektúra, ktorá opisuje hrubú orientáciu elementov sekundárnej 

štruktúry nezávisle od spojenia, je v súčasnosti prisudzovaná 

manuálne; 

- topológia zoskupuje štruktúry podľa ich topologického spojenia 

a počtu prvkov sekundárnej štruktúry (fold); 

- homologické superrodiny obsahujú proteíny s veľmi podobnými 

štruktúrami a funkciami (spoločný pôvod); 

- prisúdenie štruktúr k úrovniam topológia a homologická superrodina 

sú robené pomocou porovnania sekvencií a štruktúr; 

- celá klasifikácia je robená až na úroveň jednotlivých domén, t.j. končí 

až na úrovni sekvenčných superrodín; každá doména má svoje 

unikátne CATHSOLID číslo. 

 

CATH štatistika 

- verzia 4.0 na základe PDB (Protein Data Bank) z 26. marca 2013; 

- 2 738 superrodín; 

- 277 688 domén; 

- 69 058 anotovaných PDB štruktúr. 
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Ilustrácia klasifikačnej schémy (postupnosti) v CATH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Orengo a kol. Structure 1997, 5: 1093) 

 

SCOP 

- organizuje proteínové štruktúry v hierarchii podľa ich evolučnej 

príbuznosti a štruktúrnej podobnosti; 

- doména (z PDB); 

- rodina (> ako 30% sekvenčná identita); 

- superrodina (< ako 30% sekvenčná identita); 

- fold (podobná sekundárna štruktúra); 

- trieda (α, β, α+β, α/β). 
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Popis jednotlivých úrovní v SCOP. 

Trieda Počet foldov Počet superrodín Počet rodín 

All alpha proteins 284 507 871 

All beta proteins 174 354 742 

Alpha and beta proteins (α/β) 147 244 803 

Alpha and beta proteins (α+β) 376 552 1,055 

Multi-domain proteins 66 66 89 

Membrane and cell surface proteins 58 110 123 

Small proteins 90 129 219 

Total 1,195 1,962  3,902 

 

 

Ilustrácia klasifikačnej schémy (postupnosti) v SCOP 

 

 
(Upravené podľa: http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/data/scop.b.html) 

  Hierarchia v katalógu SCOP 

http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/data/scop.b.html
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SCOP štatistika 

- verzia 1.75 z júna 2009; 

- 110 800 domén; 

- s vylúčením nukleových kyselín a teoretických modelov; 

- 38 221 anotovaných PDB štruktúr. 

 

 

CATH vs. SCOP 

 

- SCOP a CATH nie sú úplne kompatibilné; 

- jednotlivé kategórie nie sú definované rovnako; 

- nie vždy sa totiž myslí to isté tvrdením, že „niečo je podobné“ alebo 

„niečo je rozdielne“; 

- SCOP: 4 triedy, resp. CATH: 3 triedy. 

 

 

Sumarizácia 

 

- všetky proteíny majú spoločnú chemickú črtu: polypeptidový reťazec 

(kostru); 

- každý proteín má ale rozdielnu sekvenciu bočných reťazcov; 

- v dôsledku flexibility kostry môže mať reťazec neobmedzené množstvo 

konformácií; 

- v prirodzenom proteíne ale interakcie medzi bočnými reťazcami 

vyselektujú jednu trojrozmernú štruktúru; 

- skutočná terciárna štruktúra sa od ostatných možných odlišuje pri 

daných fyziologických podmienkach a teplote omnoho väčšou 

termodynamickou stabilitou; 

- každý proteín má teda jedinečnú konformáciu; 

- presná terciárna štruktúra je nevyhnutná pre plnenie biologickej 

funkcie proteínu. 



51 

- jednorozmerná genetická informácia; 

- jednorozmerná aminokyselinová sekvencia; 

- trojrozmerná štruktúra proteínu. 

 

Natívny proteín pozostáva z 1 alebo viac domén (kompaktné zoskupenie 

aminokyselinových zvyškov s vlastnou funkciou). 

 

Akýkoľvek úsek v proteíne: 

- nízka voľná energia; 

- husté zbalenie zvyškov dovnútra; 

- uspokojenie potenciálu polárnych skupín (H-H väzby); 

- ukrytie hydrofóbneho povrchu. 

 

Kostra opisuje krivku traverzujúcu priestor zaberaný molekulou proteínu. 

Tvar tejto krivky zahŕňa štandardné elementy sekundárnej štruktúry. 
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7. Predikcie štruktúry proteínov 

 

 

Vznik nových proteínov 

- prirodzený vývoj proteínov 

- súčasnosť 

- génové manipulácie 

- proteínové inžinierstvo 

- proteínový dizajn 

 

 

Sekvenovanie kompletných genómov 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kľúčová je terciárna štruktúra (3D) 

Jej experimentálne určovanie je stále pomalé v porovnaní so stanovením 

primárnej štruktúry (aminokyselinovej sekvencie - 1D) 
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- údaje z konca augusta a začiatku septembra 2014: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existujú snahy o predikciu terciárnej štruktúry z poznania štruktúry 

primárnej. Toto je ale stále nie úplne vyriešený problém. 

 

Pre počítačový program to znamená 2 možnosti: 

- (i) hľadať medzi všetkými možnými konformáciami konformáciu 

s najnižšou energiou; 

- (ii) hľadať určité vzory zvinutia pozdĺž polypeptidového reťazca. 

 

Homologické proteíny 

- proteíny s podobnými aminokyselinovými sekvenciami; 

- proteíny s evolučnou príbuznosťou. 

 

Máme proteín, ktorého sekvenciu (primárnu štruktúru) poznáme a chceme 

teoreticky určiť jeho štruktúru (3D). 

 

V prípade predikcie terciárnej štruktúry „homologických proteínov“ už 

existuje proteín, ktorý je sekvenčne podobný s mojim proteínom, (t.j. je s ním 

homologický) a jeho terciárna štruktúra už bola vyriešená. 

 

Homologické proteíny majú jadro (elementy sekundárnej štruktúry, vnútro) 

podobné. Aj vzdialene príbuzné proteíny majú hrubé rysy jadra (tzv. fold) 

podobné, ale majú nízku sekvenčnú podobnosť. Čím je vyššia sekvenčná 

podobnosť, tým viac príbuzné (podobné) sú aj trojrozmerné štruktúry. Toto je 

veľmi dôležité pri tvorbe modelov proteínov (pomocou známej terciárnej 
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štruktúry). Ak je identita sekvencií pod 20%, je veľmi ťažko predikovať 

(modelovať) štruktúru sekvencie pomocou známej štruktúry proteínu 

s podobnou sekvenciou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Homologické proteíny - amylolytické enzýmy α-amyláza (PDB kód: 1AQH) 

a izoamyláza (PDB kód: 1BFľ) - líšiace sa v najmä absenciou-prítomnosťou 

N-terminálnej domény (vpravo hore). 

 

 

Slučky spájajú elementy sekundárnej štruktúry (helixy a vlákna), a zároveň 

varírujú v dĺžke a sekvencii (ale aj štruktúre!); a to aj pre homologické 

proteíny. 

 

Problém predikcie terciárnej štruktúry proteínu, ktorého sekvencia je 

homologická so sekvenciou proteínu so známou terciárnou štruktúrou, je 

vlastne otázka predikcie štruktúry pre slučky po tom, čo fold bol v hlavných 

rysoch určený (na základe homológie). 
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Slučky tiež nemajú náhodnú štruktúru. Štruktúra slučky závisí od: 

- (i) počtu aminokyselín, ktoré ju tvoria; 

- (ii) od typu sekundárnej štruktúry, ktoré spája (alfaalfa, alfabeta, 

betaalfa, betabeta); 

- (iii) menej od aktuálnej sekvencie slučky. 

 

Databáza slučiek. Čiže sa získa model jadra – fold (hrubý) – potom sú 

z databázy „dolepené“ slučky – získa sa hlavný reťazec – potom sa robia 

minimalizácie energie (výpočty) – získajú sa konformácie bočných reťazcov – 

a nasleduje spresnenie („doladenie“, refinement) modelu. 

 

 

Neexistencia homologického proteínu 

 

Čo vtedy, ak sa pre sekvenciu proteínu, ktorého štruktúru chceme teoreticky 

spoznať, nenájde žiadny homologický proteín, t.j.proteín s podobnou 

sekvenciou a už známou (vyriešenou) terciárnou štruktúrou? 

 

- t.j., máme proteín, ktorého primárnu štruktúru (t.j. aminokyselinovú 

sekvenciu; 1D) poznáme a chceme teoreticky určiť jeho terciárnu 

štruktúru (3D), ale nemáme k dispozícii homologický proteín s už 

vyriešenou terciárnou štruktúrou 

 

Je možné modelovať terciárnou štruktúru len zo samotnej sekvencie? 

 

Dnes nie je možné získať presný model len zo znalosti aminokyselinovej 

sekvencie. Je to ale veľmi aktívna oblasť výskumu. 

 

Je však možné získať aspoň predstavu o type proteínu (α, β, α+β, resp. α/β). 

 

Takéto prediktívne metódy spočívajú v predikcii sekundárnej (2D) štruktúry. 

To znamená: ktoré aminokyseliny sú v α-špirálach a ktoré v β-vláknach? 
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Teda základné obmedzenie pre predikciu terciárnej štruktúry je v nemožnosti 

100% správne predpovedať sekundárnu štruktúru. Ak je však sekundárna 

štruktúra správne určená, terciárna štruktúra sa dá v dobrom priblížení 

predpovedať na základe zákonitostí ovládajúcich zbalenie elementov 

sekundárnej štruktúry, aspoň v zmysle, že sa určí malý súbor možných 

štruktúr. 

 

Predikcia sekundárnej štruktúry je v centre predikcie terciárnej štruktúry. 

 

Nanešťastie pre prediktívne metódy: oba typy štruktúry proteínov - aj 

sekundárna, aj terciárna - sú navzájom veľmi prepojené; terciárna štruktúra 

je vlastne sekundárna štruktúra v danej oblasti aranžovaná do priestoru. 

 

To, ako sa daný úsek sekvencie proteínu zachová, t.j., či bude α-helix, β-

vlákno alebo slučka, je ovplyvňované nielen sekvenciou, ale aj okolitým 

prostredím v priestorovej štruktúre. Napr. určitý sekvenčný región je 

v jednom proteíne α-helix, kým v druhom proteíne je to β-vlákno, prípadne 

slučka v inej štruktúre. 

 

Táto medzizávislosť často komplikuje predikcie sekundárnej štruktúry 

proteínov, ale môže aj pomôcť tak, že sa predbežne priradí sekundárna 

štruktúra, ktorá pomôže v hrubom určení štruktúry terciárnej (t.j. foldu – 

napr. TIM-barel); čo následne obmedzí ďalšie možnosti pre sekundárnu 

štruktúru, ktorú možno takto spresniť. 

 

 

Predikcie sekundárnej štruktúry proteínov 

 

Rozdielne algoritmy: 

- stereochémia 

- štatistika 

- neurónové siete 
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Stereochemický prístup 

- založený na poznaní fyzikálno-chemických vlastností; 

- dôraz na kompaktnosť štruktúry; 

- predpoklad: tesne zbalené hydrofóbne jadro s polárnym povrchom. 

 

Limova metóda – Lim V.I. (1974) Structural principles of the globular organization of 

protein chains. A stereochemical theory of globular protein secondary structure. J. Mol. Biol. 

88: 857-872. 

 

 

Štatistický prístup 

- založený na empírii; 

- vychádza z analýzy známych terciárnych štruktúr; 

- predpoklad: lokálna sekvencia určuje lokálnu štruktúru. 

 

GOR metóda – Garnier J., Osguthorpe D.J. & Robson B. (1978) Analysis of the accuracy 

and implications of simple methods for predicting the secondary structure of globular 

proteins. J. Mol. Biol. 120: 97-120. 

 

Predpoklad lokálnosti obmedzoval všetky metódy. Náhodná hodnota 

predikcie ~33%. Začiatkom 90. rokov: 65 ± 2% – maximum! 
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GOR metóda na internete: http://gor.bb.iastate.edu/ – 73,5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neurónové siete 

- rok 1993 – Burkhard Rost >70% – metóda založená na neurónových 

sieťach; 

- nový a kľúčový aspekt bol využitie evolučnej informácie vo forme 

zrovnania sekvencií, ktoré je použité namiesto jednotlivej sekvencie 

ako vstup pre predikciu; 

- pre ~ 36% zvyškov je predikcia ~ 88%; 

- sekvencia  zrovnanie  predikcia – výsledok je spoľahlivosť (0-9; 

reliability), že daný aminokyselinový zvyšok je α-špirála (H; helix), β-

vlákno (E; extended structure) alebo slučka (L; loop). 

 

PHD metóda – Profile network prediction Heidelberg – Rost B. & Sander C. (1993) 

Prediction of protein secondary structure at better than 70% accuracy . J. Mol. Biol. 232: 

584-599. 

http://gor.bb.iastate.edu/
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PHd metóda na internete: http://www.predictprotein.org/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.predictprotein.org/
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Predikcie terciárnej štruktúry proteínov 

 

S ohľadom na existenciu homologických proteínov, resp. nemožnosť ich 

využitia – ak ich niet – predikčné metódy delíme na dve skupiny: 

- (1) induktívne – využívajú databázy sekvencií a štruktúr (homologické 

proteíny); 

- (2) deduktívne – ab initio prístupy (nevyužívajú databázy, neexistencia 

homologického proteínu). 

 

Deduktívne metódy 

- snaha predikovať štruktúru proteínu na základe všeobecných 

princípov fyziky, chémie a biológie, bez zrejmého využitia známych 

sekvencií a štruktúr; 

- avšak vývoj aj týchto metód závisí na stave poznania známych 

sekvencií a štruktúr proteínov; iba sa táto znalosť priamo nevyužíva 

pri predikcii (iba pri metodike); 

- rozdiel je v tom, že dosiahnuté poznanie sa premietne do všeobecných 

princípov, ktoré sa aplikujú bez „pozerania“ do databáz; 

- deduktívne metódy sa zdokonaľujú veľmi pomaly. 

 

Induktívne metódy 

- tieto metódy sa rozvíjajú veľmi rýchlo a ich výkonnosť je taktiež veľká; 

sčasti závisí na náraste údajov v databázach; 

- viac známych sekvencií a štruktúr znamená väčšiu pravdepodobnosť, 

že nový proteín (o predikciu štruktúry ktorého je záujem) bude 

podobný už známemu proteínu (so známou terciárnou štruktúrou). 

 

Dva typy induktívnych metód: 

- (i) homologické modelovanie (homology modelling); 

- (ii) rozpoznanie štruktúry (fold recognition). 
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Homologické modelovanie 

Predikcia cieľovej štruktúry na základe blízko príbuzného proteínu so 

známou štruktúrou. Napr. Swiss-Model: http://swissmodel.expasy.org/ 

Schwede T., Kopp J., Guex N. & Peitsch M.C. (2003) SWISS-MODEL: an automated protein 

homology-modeling server. Nucleic Acids Res. 31: 3381-3385 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://swissmodel.expasy.org/
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Rozpoznanie štruktúry 

Zhodnotenie kompatibilnosti študovanej aminokyselinovej sekvencie 

s knižnicou známych vzorov zvinutia proteínov. 

Napr. PHYRE: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ 

Kelley L.A. & Sternberg M.J.  (2009) Protein structure prediction on the web: a case study 

using the Phyre server. Nature Protocols 4: 363-371. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
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Ilustračný príklad 

 

Predikcia sekundárnej a terciárnej štruktúry genetonínu-1: 

- - genetonín-1 je cicavčí proteín z kostrového svalu s doteraz neznámou 

funkciou; 

- 358 aminokyselinových zvyškov; C-terminálna oblasť 263-354 je 

homologická so škrob-viažucou doménou mikrobiálnych amyláz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Janecek Bioinformatics 2002, 18: 1534) 
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8. Molekulová evolúcia proteínov 

 

 

Jedným zo základov molekulárnej biológie je fakt, že aminokyselinová 

sekvencia proteínu určuje jeho štruktúru, a to znamená aj jeho funkciu. 

 

Jednorozmerná genetická informácia sa preloží do trojrozmerného sveta, 

ktorý obývame. 

 

Zákonitosti výstavby molekúl proteínov: 

- hierarchia; 

- štruktúry (primárna, sekundárna, terciárna, ...); 

- motívy, domény; 

- vzory zvinutia štruktúry. 

 

Rozlišujeme: 

- protein folding - proces zaujatia natívnej štruktúry; 

- protein folding motif – motív zvinutia natívnej štruktúry (~fold, napr. 

TIM-barel). 

 

Klasifikácia proteínov – na základe ich sekundárnej a terciárnej štruktúry 

(all α, all β, α/β, α+β). 

 

Klasifikácia z hľadiska štruktúry – do jednotlivých rodín proteínov – odráža 

evolúciu. 

 

Divergentná evolúcia – zo spoločného predka – podobné: 

- aminokyselinové sekvencie; 

- priestorové (terciárne) štruktúry; 

- funkcie. 
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Konvergentná evolúcia – vo všeobecnosti nezávislá tvorba výhodnej 

štruktúry, resp. štruktúrnych čŕt, pri ktorej: 

- priestorové štruktúry môžu byť podobné; 

- aminokyselinové sekvencie a funkcie sú nepodobné. 

 

 

Porovnanie sekvencií proteínov 

 

Aký je vzájomný vzťah medzi dvomi a viac proteínmi? 

 

Je potrebné určiť korešpondencie medzi aminokyselinovými sekvenciami, t.j. 

navzájom si odpovedajúce úseky, t.j. zrovnanie sekvencií (amino acid 

sequence alignment). 

- párové zrovnanie (pair-wise alignment); 

- násobné zrovnanie (multiple alignment). 

 

Je nevyhnutné uvažovať: 

- delécie; 

- inzercie; 

- substitúcie. 

 

Násobné zrovnanie – multiple alignment: 

- viac sekvencií; 

- viac informatívny; 

- odhaľuje vzory, sekvenčné motívy, konzervované regióny; 

- naznačuje, čo je, resp. čo by mohlo byť významné z hľadiska štruktúry 

a funkcie porovnávaných proteínov. 

 

Pre vzdialene príbuzné proteíny môže byť nemožné určiť správne zrovnanie 

len zo sekvencií. Je to dôsledok toho, že trojrozmerná štruktúra proteínu je 

viac konzervovaná ako aminokyselinová sekvencia. Preto sa porovnávajú 

štruktúry proteínov. 
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Vzniká tzv. background noise (šum pozadia), resp. hovoríme o náraste šumu 

pozadia (tzv. background noise increase). Šum pozadia pri zrovnávaní 

viacerých sekvencií menej príbuzných proteínov je vždy, to znamená, že 

nedokážeme spraviť ich jediné správne zrovnanie – zrovnáme konzervované 

oblasti a zvyšky sekvencií (môže to byť podstatná časť ich dĺžok) sú zrovnané 

len s určitou pravdepodobnosťou. 

 

Zrovnanie založené na štruktúre (structure-based alignment) 

- hľadajú sa korešpondencie medzi zvyškami, ktoré majú tú istú 

priestorovú dispozíciu; 

- môže odhaliť evolučnú príbuznosť medzi tak veľmi vzdialene 

príbuznými proteínmi, že na úrovni sekvencií už nič nemožno 

detekovať. 

 

Primárne udalosti v tvorbe biologickej diverzity: 

- mutácie, inzercie a delécie nukleotidov v DNA; 

- transpozície (väčšie preskupenia kusov genetického materiálu). 

 

Štádiá a zmeny v evolúcii proteínových štruktúr: 

- príbuzné proteíny si zachovávajú väčšinu elementov sekundárnej 

štruktúry (α-špirály a β-vlákna); 

- jadro štruktúry – zhluk centrálnych α-helixov a/alebo β-listov – si 

udržuje svoju topológiu (vzor zvinutia): 

- pre blízko príbuzné proteíny jadro predstavuje takmer celú 

štruktúru 

- pre vzdialene príbuzné proteíny jadro môže byť tvorené menej 

ako polovicou zvyškov 

- okrajové regióny mimo jadra môžu meniť svoj vzor zvinutia úplne; 

- relatívna geometria elementov sekundárnej štruktúry, dokonca aj 

v jadre, sa mení; 

- v dôsledku mutácií sa α-helixy a β-listy môžu posúvať alebo navzájom 

rotovať; 



67 

- pre evolúciu, pri ktorej sa konzervuje funkcia, štruktúrne zmeny sú 

obmedzované, aby sa chránila funkcia, napr. udržanie integrity 

aktívneho miesta; 

- pre evolúciu, pri ktorej sa funkcia mení, tie obmedzenia sú nahradené 

inými obmedzeniami, ktoré sú vyžadované zmenenou funkciou, čo 

rezultuje vo väčšej štrukturálnej zmene. 

 

 

Molekulárna úroveň 

- vznik – široká jednota (jednotnosť) – DNA  proteín (všetko je 

rovnaké); 

- vývoj – evolúcia – veľká diverzita (rozmanitosť) – DNA  proteín (každý 

je iný). 

 

 

Možno dať do súvisu molekulové údaje s výsledkami tradičných 

makroskopických evolučných štúdií? 

- resp. do akej miery molekulové údaje potvrdzujú, dopĺňajú alebo 

modifikujú naše pochopenie tradičných fylogenetických vzájomných 

vzťahov, získaných z porovnávacej anatómie, embryológie a fosílií? 

 

 

Divergencia sa deje paralalne na molekulárnej, aj makroskopickej úrovni 

 

Homologické proteíny z príbuzných druhov majú podobné, ale nie identické 

aminokyselinové sekvencie. 

 

Vo všeobecnosti: 

- >10x génov (x ≥ 5)  ~104 sekvenčných rodín  ~103 štruktúrnych 

rodín  ~102 architektúr  ~10 motívov (! tzv. superfoldy). 
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Proteínové motívy (superfoldy). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Orengo a kol. Structure 1997, 5: 1093) 

 

 

Divoký gén (tzv. wild-type gene) a mutácie: 

- (i) alternatívny proteín s ekvivalentnou funkciou (neutrálna mutácia); 

- (ii) proteín s tou istou funkciou, ale so zmeneným rýchlostným alebo 

špecifitným profilom; 

- (iii) proteín so zmenenou funkciou; 

- (iv) proteín nefunkčný, prípadne nezvinutý (letálna mutácia). 

 

Príklad: 

- divoký gén kóduje α-amylázu – štiepi α-1,4-glukozidové väzby 

v škrobe; 

- mutáciami môže vzniknúť: 

- (i) izozým α-amylázy s nezmenenou funkciou; 

- (ii) príbuzná α-amyláza, ktorá štiepi tie isté väzby v tom istom 

substráte (škrob), ale inou rýchlosťou, prípadne je viac 

špecifická na rovnaké väzby napr. v kratších 
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maltooligosacharidoch – G3, G4, G5, G6 a G7 (t.j. zmena 

v špecifite); 

- (iii) pululanáza neschopná štiepiť väzby α-1,4, ale schopná 

štiepiť α-1,6-glukozidové väzby v pululane; 

- (iv) mutáciou v katalytickom mieste (napr. AspAsn) proteín nie 

je schopný katalyzovať danú biochemickú reakciu vôbec, alebo 

sú problémy s jeho expresiou, prípadne adoptuje nesprávnu 

konformáciu. 

 

Divergentná evolúcia je evolúcia zo spoločného predka (common ancestor). 

 

Homologické sekvencie: 

- sekvencie, ktoré majú spoločného evolučného predka; 

- inak, pokiaľ spoločný pôvod nie je zrejmý, sa podobné sekvencie 

označujú iba ako podobné. 

 

Ortológy a paralógy 

- ortológy – homologické sekvencie existujúce v rôznych druhoch ako 

dôsledok vývoja druhov; 

- paralógy – homologické sekvencie existujúce v tom istom druhu ako 

dôsledok multiplikácií génov. 

 

 

Horizontálny prenos génov 

Horizontálny prenos génov (horizontal or lateral gene transfer) je proces, 

v ktorom organizmus prenáša genetický materiál (DNA) to inej bunky, ktorá 

nie je jeho potomstvom. Pri klasickom vertikálnom prenose organizmus 

získava genetický materiál od svojho predka, t.j. od rodiča alebo druhu, 

z ktorého pochádza (resp. sa vyvinul). V genetike sa uvažovalo najmä 

o vertikálnom prenose génov, ktorý je dominantný, avšak podľa najnovšieho 

poznania je zrejmé, že horizontálny prenos je najmä u mikroorganizmov 

významným fenoménom. 
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Príklady 

Microbulbifer degradans – tri kópie α-amylázy: 

- bakteriálny typ (Escherichia coli: SI=34.1%, SS=49.8%); 

- rastlinný typ (jačmeň: SI=42.6%, SS=55.9%); 

- živočíšny typ (človek: SI=45.1%, SS=56.4%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Da Lage a kol. Cell. Mol. Life Sci. 61: 97) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

α-Amylázová rodina – galéria terciárnych štruktúr príbuzných enzýmov 
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Konvergentná evolúcia je evolúcia k niečomu spoločnému 

 

Konvergencia je adaptívna zmena, v ktorej menej príbuzné entity sa zdajú 

byť viac príbuzné, ako v skutočnosti sú. 

 

Funkčná konvergencia – rovnaká molekulová funkcia sa objaví nezávisle viac 

ako 1× (napr. metaloproteázy, Asp-proteázy, Ser-proteázy). 

 

Mechanistická konvergencia – rovnaký chemický mechanizmus – napr. 

serínové proteázy chymotrypsín (s katalytickou triádou His57, Asp102, 

Ser195) a subtilizín (Asp32, His64 a Ser 221). 

 

Štruktúrna konvergencia – rovnaká štruktúra – vnútorná stabilita, 

jednoduchá tvorba, napr. TIM-barelové proteíny – TIM barelová (katalytická) 

doména sa vyskytuje v cca 10% proteínov (enzýmov), ktorých terciárna 

štruktúra už bola určená. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Príklad mechanistickej konvergencie: prasačí trypsín (vľavo): His57, Asp102 

a Ser195 (PDB kód: 1MCT), resp. subtilizín z Bacillus subtilis (vpravo): 

Asp32, His64 a Ser221 (PDB kód: 1SUP). Obidva enzýmy sú serínové 

proteinázy, ale poradie v katalytickej triáde je rozdielne, t.j. nie je možné tieto 

štruktúry preložiť tak, aby si navzájom korešpondovali katalytické zvyšky. 
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9. Stabilita a stabilizácia proteínov 

 

 

Rovnováha medzi stabilizujúcimi a destabilizujúcimi interakciami, t.j. rozdiel 

v Gibbsovej energii medzi zvinutým a nezvinutým proteínom je ~40 kJ/mol. 

 

Extrémostabilné proteíny – nič nové, t.j. žiadna iná aminokyselina, ani 

žiadna iná interakcia. 

 

Väzby a interakcie v proteíne: 

- vodíkové väzby; 

- hydrofóbne interakcie; 

- soľné mostíky; 

- disulfidové mostíky. 

Všetky tieto väzby a interakcie sa musia v proteíne stabilnom v extrémnom 

prostredí zosilniť, alebo sa musí ich počet zvýšiť. 

 

Ako získať stabilné enzýmy? 

- 1. izolácia z extrémofilných (mikro-)organizmov; 

- 2. produkcia v geneticky manipulovaných neextrémofilných 

hostiteľských producentoch; 

- 3. stabilizácia nestabilných enzýmov modifikáciou: 

- imobilizácia; 

- chemická modifikácia; 

- proteínové inžinierstvo; 

- 4. použitie aditív. 

 

GMO – geneticky modifikované organizmy 

Treba brať do úvahy riziko spôsobené možným uvoľnením GMO do životného 

prostredia. 

 

GRAS – generally recognised as safe 
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Stabilizácia proteínov – je to najlepší spôsob ako získať stabilné proteíny 

(hoci nie vždy ten najjednoduchší a najefektívnejší). 

 

Denaturácia proteínov 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Janecek Process Biochem. 1993, 28: 435) 

 

Imobilizácia proteínov 

- premena z mobilného stavu na nemobilný (imobilizovaný) stav; 

- stabilizácia sa dosahuje v dôsledku: 

- fixácie (proti agregácii alebo autolýze); 

- zvýšenia rigidity (proti rozvinutiu); 

- ochrany pred inaktiváciou (pH, O2, H2O2 ...). 

 

Výhody imobilizácie: 

- kontinuálnosť procesu; 

- vysoká stabilita; 

- vysoká reakčná rýchlosť; 

- vysoká koncentrácia enzýmu; 

- jednoduchá separácia; 

- násobné použitie. 
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Nevýhody: 

- odpor proti prestupu látky; 

- imobilizovanie; 

- cena imobilizácie. 

 

Ilustračné príklady imobilizácie proteínov. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Klibanov Science 1983, 219: 722) 

 

 

Chemická modifikácia proteínov 

- ide o zachovanie pohyblivej (mobilnej) formy; 

- vonkajšie (povrchové) funkčné skupiny ľahko reagujú s modifikujúcimi 

činidlami. 

 

Možnosti: 

- modifikácia s bifunkčnými činidlami (zosieťovanie); 

- modifikácia s nepolárnymi činidlami (hydrofóbne interakcie); 
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- zavedenie nových polárnych alebo nabitých skupín (doplňujúce 

vodíkové a iónové väzby); 

- hydrofilizácia povrchu (ochrana pred nevýhodným hydrofóbnym 

efektom – redukcia nevýhodného kontaktu s vodou). 

 

Schéma stabilizácie chemickou modifikáciou hydrofilizácie povrchu proteínu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Upravené podľa: Mozhaev a kol. Eur. J. Biochem. 1988, 173: 147) 

 

 

Proteínové inžinierstvo 

- vo všeobecnosti možno napr. meniť: 

- kinetické vlastnosti; 

- termostabilita a Topt; 

- stabilita a aktivita v organických rozpúšťadlách; 

- substrátová a produktová špecifita; 

- požiadavky na kofaktory; 

- pH optimum; 

- odolnosť voči proteázam; 

- molekulová hmotnosť a podjednotková (kvartérna) štruktúra. 

 

Ako to možno meniť: 

- najmä metódy cielenej mutagenézy – napodobňovanie prirodzene 

stabilných proteínov alebo na základe predikcie stabilizujúcich efektov. 
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Príklady: 

- zavedenie vnútorných alebo povrchových disulfidových mostíkov – 

konformačná stabilita – vhodná pozícia v štruktúre (aby S-S mostík 

mohol vzniknúť); 

- zlepšenie vnútorného hydrofóbneho zbalenia (LeuVal – 1× -CH2 

medzera destabilizuje ~4,6 kJ/mol); 

- nárast vnútorných vodíkových väzieb – príspevok môže byť 

porovnateľný s hydrofóbnym efektom; 

- nárast povrchových soľných mostíkov (izolovaný náboj vo vnútri 

proteínu môže destabilizovať >15 kJ/mol); 

- aromatické interakcie – zavedenie aromatických zvyškov (tzv. 

„stacking“ interakcie). 
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10. Faktory stability proteínov 

 

 

Rigidita 

 

- rigidita – je nevyhnutná na ochranu štruktúry aktívnych centier 

a chráni ich pred rozvinutím; 

- aminokyselinové substitúcie – nie sú systematické, ale z porovnania 

veľkého počtu enýmov je možné zovšeobecniť, že stabilizujúce 

substitúcie: (i) zdokonaľujú účinnosť zbalenia štruktúry (vyplnením 

dier/kavít v jadre a zvýšením jeho hydrofóbnosti) a (ii) zvyšujú jej 

celkovú rigiditu (stabilizácia α-špirál, optimalizácia elektrostatických 

interakcií a redukcia konformačného pnutia). 

 

 

Hydrofóbne interakcie 

 

- poskytujú energiu nevyhnutnú pre zvinutie proteínu vo vodných 

roztokoch; 

- v priemere každá ukrytá –CH2 skupina prispieva ku konformačnej 

stabilite príspevkom ~5,4 kJ/mol; 

- tesne zbalené aromatické „jadro-jadro“ interakcie (aromatické 

interakcie – „stacking“) ~4,2 kJ/mol; 

- napr. 3-izopropylmalátdehydrogenáza z Thermus thermophilus 

obsahuje dva hydrofóbne zvyšky (Leu246 a Val249) na dimérovom 

medzipovrchu, ktoré sú v mezozýme z Escherichia coli nahradené 

menej hydrofóbnymi zvyškami (Glu a Met). Výsledkom je ľahšia 

disociácia diméru z E. coli vplyvom močoviny. Zavedenie Leu246 

a Val249 do E. coli enzýmu ho naozaj stabilizovalo voči disociácii 

a denaturácii. 
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Vodíkové väzby 

 

- dlho známy príspevok vodíkových väzieb – podporený cielenou 

mutagenézou – mnoho prípadov; 

- jedno z najlepších porovnaní bolo umožnené porovnaním štruktúr 

glyceraldehydfosfátdehydrogenázy z psychrofila (morský rak), 

mierneho termofila (Bacillus stearothermophilus), termofila (Thermus 

aquaticus) a hypertermofila (Thermotoga maritima); 

- najlepšia korelácia bola nájdená medzi termostabilitou a počtom 

vodíkových väzieb typu „nabitý-neutrálny“; 

- tento typ vodíkových väzieb je v termozýmoch uprednostňovaný pred 

soľnými mostíkmi a H väzbami typu „neutrálny-neutrálny“. 

 

 

Účinnosť zbalenia 

 

- keďže jadrá proteínov sú zväčša hydrofóbne, zvýšená účinnosť 

zbalenia je často v korelácii so zvýšenou hydrofóbnosťou; 

- potenciál zvýšiť termostabilitu proteínu vyplnením hydrofóbnych dier 

(kavít) v zvinutej štruktúre (t.j. zvýšením hydrofóbnosti zbalenia 

štruktúry) bol demonštrovaný cielenou mutagenézou vychádzajúcou 

z detailnej znalosti trojrozmernej štruktúry; 

- napr. tvorba vnútorných kavít mutáciami (zámenami Leu a Phe za Ala) 

destabilizovala T4 fágový lyzozým s priemerným príspevkom ~8,4 

kJ/mol, pričom pri dvojitom mutante L99A/F153A bol pokles 

v stabilite ~34,8 kj/mol; 

- ukryté polárne aminokyselinové zvyšky však nemusia nevyhnutne 

destabilizovať proteín – A166S substitúcia v neutrálnej proteáze 

z Bacillus stearothermophilus viedla k tomu, že –OH skupina Ser 

nahradila ukrytú molekulu H2O a zdokonalila lokálnu sieť vodíkových 

väzieb, čím bola zvýšená aj účinnosť zbalenia, aj stabilita. 
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Soľné mostíky 

 

- veľké množstvo experimentálnych štúdií identifikovalo soľné mostíky 

ako stabilizujúce interakcie; 

- často stabilizujú elementy sekundárnej štruktúry, čím zvyšujú rigiditu 

celkovej štruktúry; 

- štatisticky bolo zistené, že termozýmy majú vyšší pomer Arg:Lys ako 

mezozýmy (Arg je lepší v udržiavaní soľných mostíkov pri vyšších 

teplotách – má vyššiu hodnotu pKa ako Lys a dlhší postranný reťazec); 

- napr. fosfoglycerátkináza z Bacillus stearothermophilus a z kvasinky sa 

líši o 15 soľných mostíkov; 

- glyceraldehydfosfátdehydrogenáza z Thermus aquaticus má 

stabilizujúci soľný Arg mostík (Arg22 a Arg248), čo chýba v menej 

termostabilnom enzýme z Bacillus stearothermophilus, ktorý má na 

korešpondujúcich miestach dva Lys zvyšky s kratším reťazcom – 

neschopné analogickej stabilizujúcej interakcie. 

 

 

Stabilizácia slučiek 

 

- slučky a ohyby boli dlho považované za slabé miesta štruktúry 

proteínov medzi elementami jadra; 

- veľmi pravdepodobne sa proces rozvinutia pri teplotnej denaturácii 

začína práve na slučkách; 

- slučky termozýmov sú často kratšie než slučky v odpovedajúcich 

mezozýmoch; 

- skrátenie slučiek zvyšuje kompaktnosť štruktúry a redukuje jej 

flexibilitu (priamy efekt); 

- nepriamy efekt je, že slučky a ohyby sa podieľajú na stabilizácii 

interakcií medzi elementami sekundárnej štruktúry a jednotlivými 

doménami; 

- prolín môže udržiavať slučky alebo ohyby spôsobom podobným zipsu; 
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- napr. citrátsyntázy z Pyrococcus furiosus a Thermoplasma acidophilum 

obsahujú skrátenú verziu slučky, ktorá je prítomná v „nestabilnej“ 

citrátsyntáze z prasaťa. 

 

 

Redukcia konformačného pnutia 

 

- neglycínové zvyšky prítomné v proteínoch, pokiaľ nie sú stabilizované 

intramolekulovými nekovalentnými interakciami, svojou ľavotočivou 

špirálovou konformáciou často spôsobujú nestabilitu; 

- lokálne konformačné pnutie vzniká v dôsledku blízkeho kontaktu β-

uhlíka s karbonylovým kyslíkom; 

- v týchto prípadoch často pomôže substitúcia za Gly, najmä ak sú 

zvyšky spôsobujúce pnutie v ohybových oblastiach spájajúcich 

elementy sekundárnej štruktúry; 

- napr. DNA-väzbový proteín HU z Bacillus subtilis obsahuje Glu15, kým 

jeho termostabilný analóg z Bacillus stearothermophilus na 

korešpondujúcom mieste v ohybe medzi dvomi α-špirálami obsahuje 

Gly, t.j. mutácia Gly15Glu v enzýme z B. stearothermophilus otvára α1-

ohyb-α2 konformáciu, čím potláča jednu zo stabilizujúcich vodíkových 

väzieb (helix-ohyb-helix). 

 

 

Stabilizácia α-špirál 

 

- prístup je napr. substitúcia tých zvyškov v α-špirálach, ktoré majú 

nízku schopnosť vytvárať α-špirálové úseky (alebo zabudovávať sa do 

nich), za zvyšky, ktoré majú vysoké predpoklady pre α-špirály (Ala); 

- nie je však zistený ich skutočný príspevok, ktorý je nízky (pod 4 

kJ/mol); 

- alanínový zvyšok dominuje v špirálach termozýmov; 

- do úvahy sa berie aj tzv. helixový dipól – substitúcie na koncoch špirál 

(elektrostatické interakcie) – helix má pozitívny náboj na N-konci 
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a negatívny náboj na C-konci (helixový dipól; destabilizačný vplyv) – 

kompenzácia je obsadením N-konca negatívne nabitým zvyškom (napr. 

Glu) – stabilizácia dipólu; 

- menej bežné (a menej efektívne) je obsadenie C-konca pozitívne 

nabitým zvyškom (napr. Lys). 

 

 

Redukcia entropie rozvinutia 

 

- v nezvinutom stave proteínu je to Gly (nemá β-uhlík), ktorý je zvyškom 

s najväčšou konformačnou entropiou; 

- v procese zvinutia je preto oveľa viac energie treba na vymedzenie 

presnej konfigurácie pre Gly ako pre všetky ostatné zvyšky; 

- Pro so svojím pyrolidínovým kruhom môže adoptovať iba niekoľko 

konfigurácií, ktoré obmedzujú konfigurácie dovolené pre 

predchádzajúci zvyšok; 

- substitúcie Gly najmä za Pro v akomkoľvek mieste by mala znížiť 

entropiu proteínu v nezvinutom stave; 

- aby však došlo k stabilizácii, je potrebné starostlivo vybrať vhodné 

miesto, čo nie je jednoduché (3-D štruktúra); 

- mutačné miesto by malo dovoľovať zvyšku konformáciu, ktorá je 

podobná pre dovolené konformácie nového zvyšku, pričom nový zvyšok 

by nemal vytvárať objemové interferencie a nemal by rušiť 

stabilizujúce nekovalentné interakcie; 

- napr. T4 lyzozým – účinok Pro zvyškov na stabilizáciu proteínu – 

Ala82Pro a Ile3Pro mutanty: (i) v prvom prípade (Ala82Pro) boli 

podmienky starostlivo preskúmané a mutácia stabilizovala proteín 

najmä znížením entropie rozvinutia, a (ii) ale v druhom prípade 

(Ile3Pro) substitúcia eliminovala hydrofóbnu interakciu tvorenú Ile 

s výsledkom, že celkovo mutácia bola destabilizujúca, pretože stupeň 

entalpickej destabilizácie bol väčší než entropický stabilizujúci 

príspevok zo zavedenia prolínu. 
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Rezistencia voči kovalentnej deštrukcii 

 

- nevratná denaturácia molekuly proteínu vplyvom kovalentnej 

modifikácie vyvolanej teplotou je aktuálna iba pri vysokých (zvýšených) 

teplotách; 

- deštrukcia a oxidácia Cys, deamidácia Asn a Gln, hydrolýza 

peptidových väzieb; 

- kým mezozýmy sa inaktivujú rozvinutím (kolaps vedúci k inaktívnej 

forme proteínu), termozýmy sa inaktivujú kovalentnou modifikáciou; 

- napr. α-amylázy z Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus 

stearothermophilus sú inaktivované rozvinutím, za inaktiváciu 

rigídnejšej a stabilnejšej α-amylázy z Bacillus licheniformis je 

zodpovedná deamidácia; 

- platí, že viac stabilné enzýmy sú viac odolné voči kovalentnej 

modifikácii; 

- napr. disulfidové mostíky stabilizujúce proteíny pri teplotách ~60-80 

oC sú často neprítomné v termozýmoch izolovaných z hypertermofilov; 

- hydrolýza peptidovej väzby medzi Asn-Xaa (doprevádzaná uvoľnením 

amoniaku) je bežný spôsob inaktivácie termozýmov. 



83 

11. Extrémofilné mikroorganizmy a extrémostabilné proteíny 

 

 

Podľa optimálnej rastovej teploty možno mikroorganizmy klasifikovať do 

štyroch skupín: 

- (1) hypertermofily (nad 80 oC); 

- (2) termofily (50-80 oC); 

- (3) mezofily (20-50 oC); 

- (4) psychrofily (0-20 oC). 

 

Extrémofilné mikroorganizmy 

Kde je horný (dolný) limit pre život? 

- teplota: 

- >100 oC (hypertermofily; horúce pramene) 

- ~ 15 oC (psychrofily; zemské póly) 

- pH: 

- ~1 (acidofily; kyslé sírne pramene) 

- ~9-11 (alkalifily; soľné jazerá) 

- salinita: 

- ~20% (halofily; extra slané moria) 

- tlak: 

- ~700 atm (barofily; priekopy v oceánoch) 

 

Enzýmy z termofilných mikroorganizmov sú termozýmy. 

 

Sú to enzýmy, ktoré sa vyvinuli: 

- v termofiloch (rast pri 60-80 oC); 

- v hypertermofiloch (rast nad 80 oC). 

 

Termozýmy – Topt ~ 60-125 oC – záujem: 

- vedecký (stabilita); 

- priemyselný (biotechnológie). 
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Je záujem aj o psychrofily (nízko-teplotné extrémofily) a ich enzýmy (enzýmy 

aktívne pri nízkych teplotách; „chlad-aktívne enzýmy“): 

- psychrotolerantné mikroorganizmy – rastú dobre aj pri teplotách 

blízko 0 oC, ale najlepšie pri teplote nad 20 oC; 

- psychrofilné mikroorganizmy – najlepšie rastú pri 15 oC a menej, 

pričom nerastú nad 20 oC. 

 

Homologické chlad-aktívne enzýmy, mezozýmy, aj termozýmy sú si podobné: 

- v aminokyselinovej sekvencii; 

- ich terciárne štruktúry sú navzájom preložiteľné; 

- v katalytickom mechanizme. 

 

Aké sú proteín stabilizačné mechanizmy? 

 

Boli identifikované štúdiom modelov mezofilných enzýmov (mezozýmov) 

a boli potvrdené aj najnovšími štrukturálnymi porovnaniami mezozýmov 

a termozýmov (ale aj chlad-aktívnych enzýmov). 

 

Zvýšená stabilita termozýmov musí byť výsledkom špecifických rozdielov 

v ich aminokyselinových sekvenciách. 

 

Klonované termozýmy možno úspešne exprimovať v mezofilných 

organizmoch. 

 

Rekombinantné termozýmy si zachovávajú svoje natívne vlastnosti. 

 

Hoci vonkajšie faktory (soli, polyamíny, glykozylácia) pomáhajú stabilizovať 

niektoré termozýmy, väčšina termozýmov zostáva vnútorne termostabilná. 

 

Zvýšená aktivita enzýmov aktívnych pri nízkych teplotách (chlad-aktívnych 

enzýmov) práve pri nízkych teplotách musí byť tiež výsledkom špecifických 

rozdielov v ich aminokyselinových sekvenciách. 
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Nízke teploty – nízka kinetická energia reagujúcich molekúl – toto je 

kompenzované flexibilnými štruktúrami. 

 

Flexibilita sa dosahuje kombináciou štruktúrnych čŕt: 

- redukcia hydrofóbneho jadra; 

- znížené iónové a elektrostatické interakcie; 

- zvýšený náboj zvyškov na povrchu, ktorý zlepšuje interakcie 

s rozpúšťadlami; 

- doplňujúce povrchové slučky; 

- ProGly substitúcie v povrchových slučkách; 

- menej medzidoménových a medzipodjednotkových interakcií; 

- znížený pomer Arg:Lys. 

 

Toto má za následok, že aktívne miesto a priľahlé regióny zostávajú 

flexibilné. 

 

Zvýšená konformačná flexibilita je ale doprevádzaná zvýšenou termolabilitou 

(t.j. zníženou termostabilitou). 

 

Ako je to pri termozýmoch? 

Termozýmy sú stabilizované rovnako ako mezozýmy, t.j. stabilizačnými 

faktormi – rôznymi interakciami, ale aj štruktúrnymi faktormi. 

Ich príspevky sú vo všeobecnosti malé, ale relevantné. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neexistuje spoločný (všeobecný) determinant termostability! 
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Termodynamická stabilita je definovaná ako: 

- ∆Gstab – voľná energia stabilizácie enzýmu; 

- Tm – teplota, pri ktorej je proteín na 50% rozvinutý. 

 

Kinetická stabilita závisí na energetickej bariére rozvinutia, t.j. aktivačnej 

energii rozvinutia (Ea) a často sa vyjadruje ako čas (t1/2), pri ktorom je proces 

v polovici pri definovaných podmienkach. 

 

Hypertermofilné proteíny: 

- extracelulárne (Topt ~ 20-30 oC vyššia ako teplota optimálna pre rast); 

- intracelulárne (zvyčajne ich Topt je porovnateľná s teplotou rastu). 
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12. Proteínové inžinierstvo a dizajn 

 

 

Príklady 

 

Zmena cyklodextrínglukanotransferázy na α–amylázu (zmena EC triedy) 

PubMed: 11943149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zmena α-xylozidázy na α-glukozidázu (substrátová preferencia) 

PuBmed: 16631751 
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Zmena substrátovej špecificity lipázy (dĺžka reťazca mastných kyselín) 

PubMed: 12200542 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Termostabilizácia celulázy (zavedenie soľných mostíkov) 

PubMed: 11522924 
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Hypertermostabilizácia α-amylázy (o viac ako 20 oC) 

PubMed: 12736372 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zmena farby emitovaného svetla luciferázy (červená farba na zelenú) 

PubMed: 18251715 
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Určenie úlohy aminokyselinového zvyšku v β-glukozidáze (W262) 

PubMed: 16274659 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Určenie úlohy aminokyselinového zvyšku v 4-α-glukanotransferáze (W229) 

PubMed: 17035108 
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Zmena účinku polygalakturonázy (procesívne vs. neprocesívne pôsobenie) 

PubMed: 11445590 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Určenie príspevku molekúl vody k stabilite (molekuly H2O vo vnútri) 

PubMed: 12646687 
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Zvýšenie termostability a katalytickej účinnosti pululanázy (bodový mutant) 

PubMed: 23624477 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schopnosť viazať natívny škrob α-amylázou (mimo katalytickej domény) 

PubMed: 19052787 
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13. Praktické úlohy a cvičenia 
 

 

13.1. Zobrazovanie terciárnej štruktúry proteínov 
 

 
Amylolytické enzýmy 
 

Z proteínovej databanky PDB (http://www.rcsb.org/pdb/) získajte 
koordináty nasledujúcich enzýmov a na ich molekulách v programe 

WebLabViewerLite precvičujte zobrazovanie štruktúr proteínov: 
- alfa-amyláza z Aspergillus oryzae - PDB kód: 7TAA (7TAA.pdb); 
- cyklodextrínglukanotransferáza z Bacillus circulans - PDB kód: 1CDG 

(1CDG.pdb); 
- neopululanáza z Bacillus stearothermophilus - PDB kód: 1J0I (1J0I.pdb). 

 
Na ploche priečinok: PDB - tam ukladať všetky súbory; hotové obrázky 

uložte ako „*.gif“ a „*.msv“. 
 
Alfa-amyláza 
Celú štruktúru proteínu zobrazte ako „solid ribbon“ (pri súčasnom vypnutí 
atómov). Jednotlivé domény potom zvýraznite podľa farebného kódu 
uvedeného nižšie. Katalytické aminokyselinové zvyšky zobrazte ako „stick“ 

a farbite ako „element“. Molekulu akarbózy zobrazte ako „scaled ball and 
stick“ a farbite ako „element“. Atóm vápnika zobrazte ako „CPK“ a farbite na 

modro. 
 
Jednotlivé domény: 

doména A: 1-121 a 177-380 - tyrkysová 
doména B: 122-176 - žltá 

doména C: 381-476 - oranžová 
Katalytické aminokyselinové zvyšky: Asp206, Glu230 a Asp297. 
Molekula akarbózy: ABC479. 

Atómy vápnika: Ca480. 
 
Cyklodextrínglukanotransferáza 
Celú štruktúru proteínu zobrazte ako „solid ribbon“ (pri súčasnom vypnutí 
atómov). Jednotlivé domény potom zvýraznite podľa farebného kódu 

uvedeného nižšie. Katalytické aminokyselinové zvyšky zobrazte ako „stick“ 
a farbite ako „element“. Molekuly maltózy zobrazte ako „scaled ball and 
stick“ a farbite ako „element“. Atómy vápnika zobrazte ako „CPK“ a farbite na 

modro. 
 

Jednotlivé domény: 
doména A: 1-138 a 203-406 - tyrkysová 
doména B: 139-202 - žltá 

doména C: 407-495 - oranžová 
doména D: 496-582 - zelená 

http://www.rcsb.org/pdb/
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doména E (SBD): 583-686 - červená 
Katalytické aminokyselinové zvyšky: Asp229, Glu257 a Asp328. 

Molekuly maltózy: Mal688, Mal689 a Mal690. 
Atómy vápnika: Ca691 a Ca692. 
 

Neopululanáza 
Celú štruktúru proteínu zobrazte ako „solid ribbon“ (pri súčasnom vypnutí 

atómov). Jednotlivé domény potom zvýraznite podľa farebného kódu 
uvedeného nižšie. Katalytické aminokyselinové zvyšky zobrazte ako „stick“ 
a farbite ako „element“. Molekulu panózy zobrazte ako „scaled ball and stick“ 

a farbite ako „element“. Z originálneho PDB súboru (obsahuje dimér) treba 
najskôr odstrániť: molekulu B neopululanázy aj s panózou (GLC604-
GLC605-GLC606) a molekuly vody; 1J0I_A.pdb. 

 
Jednotlivé domény: 

doména A: 124-246 a 300-506 - tyrkysová 
doména B: 247-299 - žltá 
doména C: 507-588 - oranžová 

doména N: 1-123 - sivá 
Katalytické aminokyselinové zvyšky: Asp328, Glu357 a Asp424. 
Molekula panózy: GLC601-GLC602-GLC603. 

 
 

DNA-binding protein HU from Bacillus stearothermophilus 
 

(1) Utvorte si priečinok PDB. Z databázy PDB si stiahnite súbor DNA-

viažuceho proteínu HU - 1HUU.pdb a uložte v priečinku PDB. Zo 
súboru 1HUU.pdb si pripravte súbor, v ktorom bude len 

podjednotka (molekula) A proteínu HU a uložte ako 1HUU_A.pdb. 

(2) V programe WebLabViewerLite zobrazte súbor 1HUU_A.pdb ako 
„Protein“ (pri vypnutí atómov) ako (i) „Solid Ribon“ a (ii) „Schematic“. 

Uložte ako súbory programu WebLabViewerLite: 1HUU_A_sr.msv a 
1HUU_A_sch.msv. 

(3) V zobrazení „Solid Ribon“ zobrazte súbor 1HUU.pdb (t.j. iba ako 

proteín, t.j. bez atómov) a každú z troch molekúl proteínu zvýraznite 
inou farbou a súbor uložte ako 1HUU_sr_colors.msv. 

(4) Otvorte súbor 1HUU_A_sr.msv a pre aminokyselinové zvyšky Met69, 
Glu70, Ile71 a Pro72 zobrazte aj ich atómy s ich van der Waalsovými 
polomermi („CPK“) a súbor uložte ako 1HUU_A_sr_cpk.msv. 

(5) Zistite klasifikáciu HU proteínu v rámci CATH (1huuA00) a SCOP 
(d1huua_) - informácia sa nachádza v PDB pre HU proteín (1HUU) 

a klasifikáciu si pozrite v systémoch CATH a SCOP. 
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13.2. Evolúcia enzýmov metabolickej dráhy 
 

 
Štyri enzýmy z glykolýzy 
 

- triózafosfátizomeráza (TIM) 
- glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza (GAPD) 

- fosfoglycerátkináza (PGK) 
- enoláza (ENOL) 

 

Najskôr postupne a potom spolu všetky 4 enzýmy naraz. 
 
Zadanie: 

 
(1) Vytvorte si priečinok „Glycolysis“ a v rámci neho 4 priečinky: TIM, 

GAPD, PGK a ENOL. 

(2) Vstupné súbory si vytvorte pomocou údajov v Tabuľke a uložte do 
príslušných priečinkov TIM, GAPD, PGK a ENOL ako textové súbory 

(„*.txt“; t.j. napr. TIM.txt) vhodné pre program CLUSTAL-Omega.  

(3) Na EBI serveri zrovnajte postupne sekvencie pre TIM, GAPD, PGK 
a ENOL v programe CLUSTAL-Omega - získajte vždy dva súbory 

(„*_aln.txt“ a „*_fas.txt“; t.j. napr. TIM_aln.txt a TIM_fas.txt). Vypočítajte 
hodnoty konsenzuálnej dĺžky (CL), sekvenčnej podobnosti (SS) 

a sekvenčnej identity (SI). 

(4) Súbory „*_aln.txt“ otvorte vždy v programe MS-Word a v zrovnaných 
sekvenciách zvýraznite žltým podfarbením aminokyselinové zvyšky 

aktívneho miesta: 

(i) TIM - Asn10, Lys12, His95 a Glu165 v TIM zo Saccharomyces 

cerevisaiae;  

(ii) Cys151 a His178 v GAPD z Bacillus anthracis (pre baktérie 

a eukaryoty) a Cys139 a His219 v GAPD zo Sulfolobus solfataricus (pre 

archaebaktérie);  

(iii) Lys218, Asn335 a Asp373 v PGK zo Saccharomyces cerevisiae (pre 

baktérie a eukaryoty) a Glu342 pre všetky sekvencie;  

(iv) Glu169, Asp247, Glu296, Asp321, Asp322 a Arg375 v ENOL zo 

Saccharomyces cerevisaiae 

a súbory uložte vždy ako dokument „*_aln.doc“; t.j. napr. TIM_aln.doc. 

(5) Na EBI serveri v rámci programu CLUSTAL-W2 Phylogeny vypočítajte 
vždy (t.j. pre každý enzým) dva evolučné stromy - s uvažovaním medzier 
v sekvenciách („*_off.ph“) a s ich ignorovaním („*_on.ph“) - t.j. napr. 

TIM_off.ph a TIM_on.ph. 

(6) Na základe vstupných súborov pre TIM, GAPD, PGK a ENOL vytvorte 
spoločný vstupný súbor pre všetky štyri študované enzýmy glykolýzy 

(„Glycolysis.txt“; sekvencie ukladať pre každý organizmus vždy v tom 
istom poradí - napr. 1. TIM, 2. GAPD, 3. PGK a 4. ENOL), uložte ho do 

priečinku „Glycolysis“ a na EBI serveri vykonajte zrovnanie sekvencií 
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programom CLUSTAL-Omega, t.j. získajte súbory „Glycolysis_aln“.txt 
a „Glycolysis_fas.txt“. 

(7) Na EBI serveri v rámci programu CLUSTAL-W2 Phylogeny vypočítajte 
pre zrované štyri enzýmy glykolýzy dva evolučné stromy - s uvažovaním 
medzier v sekvenciách („Glycolysis_off.ph“) a s ich ignorovaním 

(„Glycolysis_on.ph“). Vypočítajte CL, SS a SI a tieto hodnoty porovnajte 
s údajmi pre jednotlivé enzýmy. 

(8) V rámci diskusie písomne porovnajte všetky získané evolučné stromy 
(zobrazené v programe TreeView). 

 

Závery: 
 
TIM - triózafosfátizmomeráza 

(a) najdlhší proteín:      (b) najkratší proteín:  
(c) CL =    (d) SI =     (e) SS =  

 
GAPD - glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza 
(a) najdlhší proteín:      (b) najkratší proteín:  

(c) CL =    (d) SI =     (e) SS =  
 
PGK - fosfoglycerátkináza 

(a) najdlhší proteín:      (b) najkratší proteín:  
(c) CL =    (d) SI =     (e) SS =  

 
ENOL - enoláza 
(a) najdlhší proteín:      (b) najkratší proteín:  
(c) CL =    (d) SI =     (e) SS =  
 

Glycolysis - glykolýza (4 enzýmy) 
(a) najdlhšie proteíny:      (b) najkratšie proteíny:  
(c) CL =    (d) SI =     (e) SS =  
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Tabuľka enzýmov z glykolýzy. 
 

Č. Zdroj Skratka TIM GAPD PGK ENOL 

   UniProt Dĺžka UniProt Dĺžka UniProt Dĺžka UniProt Dĺžka 

 Bacteria          

1 Agrobacterium tumefaciens Agrtu Q8UEY3 256 A9CFL0 336 Q8U9I9 400 Q8UFH1 424 
2 Anabaena sp. PCC 7120 Anasp Q8YP17 241 P80506 343 Q8YPR1 400 Q8YRB0 429 
3 Bacillus anthracis Bacan Q81X76 251 Q81L07 342 Q81X75 394 Q81X78 431 
4 Bifidobacterium longum Biflo Q8G6D5 267 Q8G4L6 352 Q8G6D6 401 Q8G5I9 432 

5 Borrelia burgdorferi Borbu Q59182 253 P46795 335 Q59181 393 O51312 433 
6 Chlamydia pneumoniae Chlpn Q9Z6J6 254 Q9Z7T0 335 Q9Z7M5 402 Q9Z7A6 428 

7 Deinococcus radiodurans Deira Q9RUP5 244 Q9RUP1 330 Q9RUP2 411 Q9RR60 422 
8 Escherichia coli Escco P0A858 255 P0A9B2 331 P0A799 387 P0A6Q1 432 
9 Haemophilus influenzae Haein P43727 263 P44304 339 P43726 386 P43806 436 
10 Mycobacterium tuberculosis Myctu P66940 261 P64178 339 P65700 412 P96377 429 

11 Mycoplasma genitalium Mypge P47670 244 P47543 337 P47542 416 P47647 458 
12 Neisseria meningitidis Neime Q9JW31 251 A1IP92 334 Q9JWS8 392 Q9JU46 428 
13 Salmonella typhimurium Salty Q8ZKP7 255 P0A1P0 331 P65702 387 P64076 432 
14 Staphylococcus aureus Staau Q5HHP3 253 P0A036 336 P68819 396 P64078 434 
15 Streptococcus mutans Stcmu P72484 252 Q8DVV3 337 Q8DVV2 398 Q8DTS9 432 
16 Streptomyces coelicolor Strco Q9Z520 258 Q93J08 332 Q9Z519 403 Q9F2Q3 426 
17 Synechocystis sp. PCC 6803 Synsp Q59994 242 P49433 339 P74421 401 P77972 432 

18 Thermotoga maritima Thtma P36204 255 (400-654) P17721 333 P36204 399 (1-399) P42848 429 

19 Vibrio cholerae Vibch Q9KNR1 257 Q9KQJ8 331 A5F9G2 387 Q9KPC5 433 
20 Yersinia pestis Yerpe Q8ZJK9 255 Q7CIH3 334 Q8ZHH3 387 Q8ZBN2 431 

 Archaea          

21 Aeropyrum pernix Aerpe Q9YBR1 223 Q9YFS9 343 Q9YFS7 415 Q9Y927 432 
22 Methanosarcina mazei Metma Q8PXE2 222 Q8PTD3 335 Q8PZK7 416 Q8PT81 428 
23 Pyrobaculum aerophilum Pybae Q8ZX28 227 Q8ZWK7 344 Q8ZWK6 408 Q8ZYE7 419 
24 Pyrococcus furiosus Pycfu P62002 228 P61879 334 P61883 410 Q8U477 430 

25 Sulfolobus solfataricus Sulso Q97VM8 227 P39460 340 P50317 408 Q97ZJ3 419 

 Eucarya          

26 Arabidopsis thaliana Arath Q9SKP6 255 (61-315) P25856 336 (61-396) P50318 405 (74-478) P25696 444 

27 Caenorhabditis elegans Caeel Q10657 247 P17331 341 P91427 417 Q27527 434 

28 Drosophila melanogaster Drome P29613 247 P07486 332 Q01604 415 P15007 433 (68-500) 

29 Homo sapiens Homsa P60174 249 P04406 335 P00558 417 P06733 434 

30 Saccharomyces cerevisiae Sacce P00942 248 P00359 332 P00560 416 P00924 437 
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13.3. Tréning s molekulárno-biologickými databázami 
 

 
Na základe prístupových čísiel do databázy UniProt, doplňte chýbajúce údaje pre 10 enzýmov a proteínov z tabuľky: 
 

- prístupové číslo sekvencie v databáze GenBank a jej prekladu v GenPept;  
- EC číslo - enzýmové číslo z enzýmovej nomenklatúry (pokiaľ nie je uvedené, pomôcť si informáciou o danom 

enzýme priamo z tabuľky); 
- záznam v databáze PubMed - relevantné literárne údaje; 
- dĺžku aminokyselinovej sekvencie proteínového reťazca; 

- pozíciu domény CBM20 - pokiaľ je to uvedené. 
 
 

Tabuľka. 
 

Č. Zdroj Enzým Skratka UniProt GenBank GenPept EC PubMed Dĺžka CBM20 

1 Anaerobranca gottschalkii CGTáza Anago_CGT Q5ZEQ7       
2 Bacillus agaradhaerens CGTáza Bacag_CGT Q7X3T0       
3 Aspergillus awamori Alfa-amyláza Aspaw_AMY Q76L96       
4 Bacillus sp. TS-23 Alfa-amyláza Bacsp_AMY Q59222       
5 Streptomyces griseus Alfa-amyláza Strgr_AMY P30270       
6 Bacillus cereus Beta-amyláza Bacce_BMY P36924       
7 Aspergillus niger Glukoamyláza G1 Aspni_GMY P69328       
8 Athelia rolfsii Glukoamyláza Athro_GMY Q12596       
9 Homo sapiens Laforín - izoformy 1 a 2 Homsa_LAF Q6IS15       
10 Homo sapiens Genetonín-1 Homsa_GEN O95210       

 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q5ZEQ7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7X3T0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q76L96
http://www.uniprot.org/uniprot/Q59222
http://www.uniprot.org/uniprot/P30270
http://www.uniprot.org/uniprot/P36924
http://www.uniprot.org/uniprot/P69328
http://www.uniprot.org/uniprot/Q12596
http://www.uniprot.org/uniprot/O95278
http://www.uniprot.org/uniprot/O95210


99 

13.4. Bioinformatická analýza škrob-viažucich domén 
 

 
Teoretická časť 
 

Škrob-viažuca doména (starch-binding domain; SBD) typických 
mikrobiálnych amylolytických enzýmov (α-amylázy - rodina GH13, β-amylázy 

- GH14, glukoamylázy - GH15) je klasifikovaná ako tzv. modul z rodiny 
CBM20, t.j. carbohydrate-binding module family 20. Táto doména umožňuje 
enzýmu viazať a degradovať surový (tepelne neupravený) škrob. Modul sa 

môže nachádzať aj v rôznych blízko, ale aj vzdialene príbuzných rastlinných 
a živočíšnych enzýmoch a proteínoch, ako napr. fosfoglukán vodná dikináza-
3, laforín, genetonín-1, apod. V amylolytických enzýmoch, ako sú pululanáza 

a glukán-odvetvujúce enzýmy, sa nachádza sekvenčne príbuzný SBD modul, 
klasifikovaný do rodiny CBM48. Tento typ SBD je tiež prítomný v rôznych 

rastlinných a živočíšnych enzýmoch a proteínoch, ako napr. proteín 
nadbytku škrobu-4 (SEX-4) alebo β-podjednotka AMP-aktivovanej 
proteínkinázy, apod. 

 
 
Zadanie 
 
(1) Všetkých 45 sekvencií SBD (skratky podľa tabuľky - 30× CBM20 a 15× 

CBM48) zhromaždite z databázy UniProt do vstupného súboru (SBD.txt 
v priečinku SBD) vhodného pre program CLUSTAL-Omega 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

(2) Na EBI serveri zrovnajte sekvencie SBD v programe CLUSTAL-Omega; 
získajte dva súbory: SBD_aln.txt a SBD_fas.txt (a uložte ich do 

priečinku SBD). 
(3) V rámci programu CLUSTAL-W2 Phylogeny 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/) 

vypočítajte dva evolučné stromy pre SBD - s uvažovaním medzier 
v sekvenciách (SBD_off.ph) a s ich ignorovaním (SBD_on.ph). 

(4) Stromy zobrazte v programe TreeView a diskutujte; pre zrovnané SBD 

sekvencie zistite konsenzuálnu dĺžku (CL), sekvenčnú identitu (SI) 
a podobnosť (SS). 

(5) Podľa informácií o dvoch škrob-viažucich miestach v sekvenciách SBD 
z rodín CBM20 a CBM48 - CBM20 (č. 9: 20-GH15-Aspni-GMY): W567 
(1), K602 (1) a W614 (1) a W587 (2); CBM48 (č. 38: 48-Ratno-AMPK1): 

W100 (1), K126 (1) a W133 (1) a F112 (2) - upravte zrovnanie 
(SBD_aln.doc zo súboru SBD_aln.txt) v programe MS-Word a uložte ako 

SBD_aln_2.doc. Farebne zvýraznite všetky 4 aminokyselinové zvyšky 
zapojené do väzby sacharidov (pokiaľ sú prítomné - miesto 1 - žltá, 
miesto 2 - zelená). 

(6) Z upraveného zrovnania SBD_aln_2.doc vyrobte manuálne súbor vo 
formáte FASTA/Pearson (SBD_fas_2.txt) a na jeho základe znovu 
vypočítajte oba evolučné stromy (SBD_off_2.ph a SBD_on_2.ph), 

zobrazte a porovnajte ich s pôvodnými stromami. Skontrolujte, či a ako 
sa zmenili hodnoty CL, SI a SS. 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/
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Tabuľka. Reprezentatívne škrob-viažuce domény z rodín CBM20 a CBM48. 
 

Číslo Enzým/proteína EC Zdroj Skratka UniProt Dĺžka Pozícia 

 CBM20:       

1.  GH13 α-amyláza 3.2.1.1 Streptomyces griseus 20-GH13-Stmgr-AMY P30270 566 470-566 
2.  GH13 α-amyláza 3.2.1.1 Aspergillus kawachii 20-GH13-Aspka-AMY O13296 640 538-640 
3.  GH13 cyklodextrín glukanotransferáza 2.4.1.19 Bacillus circulans strain 251 20-GH13-Bacci-CGT P43379 713 608-713 
4.  GH13 cyklodextrín glukanotransferáza 2.4.1.19 Thermococcus sp. B1001 20-GH13-Thcsp-CGT Q9UWN2 739 629-739 

5.  GH13 cyklodextrín glukanotransferáza 2.4.1.19 Nostoc sp. PCC 9229 20-GH13-Nossp-CGT Q8RMG0 642 539-642 
6.  GH13 izocyklomaltooligosacharid 

glukanotransferáza 
2.4.1.- Bacillus circulans 20-GH13-Bacci-ICGT A0P8W9 995 893-995 

7.  GH14 β-amyláza 3.2.1.2 Bacillus cereus 20-GH14-Bacce-BMY Q9Z4N9 546 444-546 

8.  GH14 β-amyláza 3.2.1.2 Thermoanaerobacterium 
thermosulfurogenes 

20-GH14-Thbth-BMY P19584 551 448-551 

9.  GH15 glukoamyláza 3.2.1.3 Aspergillus niger 20-GH15-Aspni-GMY P69328 640 533-640 
10.  GH31 6-α-glukozyltransferáza 2.4.1.- Arthrobacter globiformis 20-GH31-Arbgl-6AGT Q6BD65 965 864-965 
11.  GH57 amylopululanáza (kópia 1) 3.2.1.1/41 Kosmotoga olearia 20-GH57-Kotol-APU-1 C5CEB0 1354 37-138 
12.  GH57 amylopululanáza (kópia 2) 3.2.1.1/41 Kosmotoga olearia 20-GH57-Kotol-APU-2 C5CEB0 1354 160-259 
13.  GH57 amylopululanáza (kópia 3) 3.2.1.1/41 Kosmotoga olearia 20-GH57-Kotol-APU-3 C5CEB0 1354 272-373 
14.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 1) 2.4.1.25 Bacteroides thetaiotaomicron 20-GH77-Bctth-4AGT-1 Q8A5U2 893 3-92 
15.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 2) 2.4.1.25 Bacteroides thetaiotaomicron 20-GH77-Bctth-4AGT-2 Q8A5U2 893 127-224 
16.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 1) 2.4.1.25 Chlamydomonas reinhardtii 20-GH77-Chlre-4AGT-1 A8JEI0 941 8-110 
17.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 2) 2.4.1.25 Chlamydomonas reinhardtii 20-GH77-Chlre-4AGT-2 A8JEI0 941 160-254 
18.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 1) 2.4.1.25 Solanum tuberosum 20-GH77-Soltu-4AGT-1 Q6R608 948 8-103 
19.  GH77 4-α-glukanotransferáza DPE2 (kópia 2) 2.4.1.25 Solanum tuberosum 20-GH77-Soltu-4AGT-2 Q6R608 948 152-244 
20.  Fosfoglukán, vodná dikináza 3 2.7.9.5 Chlamydomonas reinhardtii 20-Chlre-PGW3 A8J6C3 978 20-123 
21.  Fosfoglukán, vodná dikináza 3 2.7.9.5 Arabidopsis thaliana 20-Arath-PGW3 Q6ZY51 1196 66-166 
22.  Genetonín-1  Tetraodon nigroviridis 20-Teoni-GEN1 Q4TBR2 174 73-174 
23.  Genetonín-1  Homo sapiens 20-Homsa-GEN1 O95210 358 258-358 
24.  Laforín 3.1.3.48/3.1.3.16 Nematostella vectensis 20-Nemve-LAF A7SVW9 324 1-118 
25.  Laforín 3.1.3.48/3.1.3.16 Tetraodon nigroviridis 20-Teoni-LAF Q4S6Z3 312 1-106 

26.  Laforín 3.1.3.48/3.1.3.16 Homo sapiens 20-Homsa-LAF Q6IS15 331 1-124 
27.  Glycerofosfodiester fosfodiesteráza-5 3.1.-.- Branchiostoma floridae 20-Brsfl-GPDP5 C3Y330 680 1-107 
28.  Glycerofosfodiester fosfodiesteráza-5 3.1.-.- Danio rerio 20-Danre-GPDP5 Q1LVM1 666 1-113 
29.  Glycerofosfodiester fosfodiesteráza-5 3.1.-.- Homo sapiens 20-Homsa-GPDP5 Q9NPB8 672 1-115 
30.  CE1 sacharidová esteráza  Thermococcus kodakarensis 20-CE1-Thcko Q5JF12 449 88-189 

http://www.uniprot.org/uniprot/P30270
http://www.uniprot.org/uniprot/O13296
http://www.uniprot.org/uniprot/P43379
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UWN2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8RMG0
http://www.uniprot.org/uniprot/A0P8W9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Z4N9
http://www.uniprot.org/uniprot/P19584
http://www.uniprot.org/uniprot/P69328
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6BD65
http://www.uniprot.org/uniprot/C5CEB0
http://www.uniprot.org/uniprot/C5CEB0
http://www.uniprot.org/uniprot/C5CEB0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8A5U2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8A5U2
http://www.uniprot.org/uniprot/A8JEI0
http://www.uniprot.org/uniprot/A8JEI0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6R608
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6R608
http://www.uniprot.org/uniprot/A8J6C3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6ZY51
http://www.uniprot.org/uniprot/Q4TBR2
http://www.uniprot.org/uniprot/O95210
http://www.uniprot.org/uniprot/A7SVW9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q4S6Z3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6IS15
http://www.uniprot.org/uniprot/C3Y330
http://www.uniprot.org/uniprot/Q1LVM1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NPB8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5JF12
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Tabuľka. Reprezentatívne škrob-viažuce domény z rodín CBM20 a CBM48 (pokračovanie). 
 

Číslo Enzým/proteína EC Zdroj Skratka UniProt Dĺžka Pozícia 

 CBM48:       

31.  Proteín nadbytku škrobu-4 (SEX-4) 3.1.3.48 Chlamydomonas reinhardtii 48-Chlre-SEX4 A8J2N4 428 276-360 
32.  Proteín nadbytku škrobu-4 (SEX-4) 3.1.3.48 Arabidopsis thaliana 48-Arath-SEX4 Q9FEB5 379 249-335 
33.  Proteín nadbytku škrobu-4 (SEX-4) 3.1.3.48 Solanum tuberosum 48-Soltu-SEX4 Q2VCK3 370 239-325 
34.  AMP-aktivovaná proteínkináza β-podjednotka  Brachyspira hyodysenteriae 48-Brshy-AMPK C0QYJ7 249 51-138 

35.  AMP-aktivovaná proteínkináza β-podjednotka  Chlamydomonas reinhardtii 48-Chlre-AMPK A8I0Q1 271 66-151 
36.  AMP-aktivovaná proteínkináza β-podjednotka  Nematostella vectensis 48-Nemve-AMPK A7SRX9 274 61-146 
37.  AMP-aktivovaná proteínkináza β1-podjednotka  Danio rerio 48-Danre-AMPK1 Q6DHM2 268 68-151 
38.  AMP-aktivovaná proteínkináza β1-podjednotka  Rattus norvegicus 48-Ratno-AMPK1 P80386 270 71-153 
39.  AMP-aktivovaná proteínkináza β2-podjednotka  Danio rerio 48-Danre-AMPK2 B3DLH3 269 68-151 
40.  AMP-aktivovaná proteínkináza β2-podjednotka  Rattus norvegicus 48-Ratno-AMPK2 Q9QZH4 271 69-152 
41.  GH13 izoamyláza 3.2.1.68 Pseudomonas amyloderamosa 48-GH13-Pseam-IAM P10342 776 27-170 
42.  GH13 glykogén odvetvujúci enzým 2.4.1.25/3.2.1.33 Sulfolobus solfataricus 48-GH13-Sulso-GDE P95868 718 19-110 
43.  GH13 glykogén vetviaci enzým 2.4.1.18 Escherichia coli 48-GH13-Escco-GBE P07762 728 117-223 
44.  GH13 pululanáza 3.2.1.41 Klebsiella aerogenes 48-GH13-Kleae-PUL P07811 1096 310-414 

45.  GH13 maltooligozyltrehalóza trehalohydroláza 3.2.1.141 Sulfolobus solfataricus 48-GH13-Sulso-MOTH Q55088 559 1-88 

 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/A8J2N4
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FEB5
http://www.uniprot.org/uniprot/Q2VCK3
http://www.uniprot.org/uniprot/C0QYJ7
http://www.uniprot.org/uniprot/A8I0Q1
http://www.uniprot.org/uniprot/A7SRX9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6DHM2
http://www.uniprot.org/uniprot/P80386
http://www.uniprot.org/uniprot/B3DLH3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9QZH4
http://www.uniprot.org/uniprot/P10342
http://www.uniprot.org/uniprot/P95868
http://www.uniprot.org/uniprot/P07762
http://www.uniprot.org/uniprot/P07811
http://www.uniprot.org/uniprot/Q55088
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13.5. Porovnanie terciárnych štruktúr škrob-viažucich domén 
 

 
Škrob-, resp. glykogén-viažuce domény z rodín CBM20 a CBM48 
 

(1) Podľa dostupných publikovaných informácií o škrob-, resp. glykogén-
viažucich doménach (SBD, resp. GBD) z rodín CBM20 (publikácia Sorimachi 

a kol 1997; PubMed ID: 9195884 pre CBM20) a CBM48 (publikácia 
Polekhina a kol 2005; PubMed ID: 16216577 pre CBM48) sa pokúste 
identifikovať aminokyselinové zvyšky zapojené do 1. a prípadne aj 2. 

škrob/glykogén-viažuceho miesta v sekvenciách SBD/GBD z rodín CBM20 
a CBM48. 
 

(2) Identifikované funkčne dôležité väzbové zvyšky si zapíšte: 
CBM20 - väzbové miesto 1: W543, K578 a W590 

CBM20 - väzbové miesto 2: W563 
CBM48 - väzbové miesto 1: W100, K126 a W133 
CBM48 - väzbové miesto 2: F112 

 
(3) Z proteínovej databanky PDB (http://www.rcsb.org/pdb/) získajte 
koordináty SBD z rodiny CBM20 a GBD z rodiny CBM48 a pripravte ich 

zobrazenia podľa zadania. Obrázky uložte ako 1AC0.msv a 1AC0.gif, resp. 
1Z0M.msv a 1Z0M.gif. 

 
- škrob-viažuca doména glukoamylázy z Aspergillus niger (rodina CBM20) 

- PDB kód: 1AC0 (1AC0.pdb). Štruktúru celej domény CBM20 zobrazte 
ako „solid ribbon“ (pri súčasnom vypnutí atómov) a farbite šedo. 
Väzbové zvyšky zobrazte ako „stick“ a farbite modro. Molekuly β-

cyklodextrínu (GLC1-BGC2-...-GLC7 a GLC617B-GLC623B) zobrazte 
ako „stick“ a farbite tyrkysovou. Pri zobrazovaní odstráňte (vypnite) 
atómy vodíka. 

 
- glykogén-viažuca doména β-podjednotky AMP-aktivovanej proteínovej 

kinázy z potkana (rodina CBM48) - PDB kód: 1Z0M (1Z0M.pdb). 
Pracujte iba s molekulou A a jej príslušným ligandom (β-
cyklodextrínom). Štruktúru celej domény CBM48 zobrazte ako „solid 

ribbon“ (pri súčasnom vypnutí atómov) a farbite oranžovo. Väzbové 
zvyšky zobrazte ako „stick“ a farbite červeno. Molekulu β-
cyklodextrínu (BCD201) zobrazte ako „stick“ a farbite fialovo. Pri 

zobrazovaní odstráňte (vypnite) molekuly vody. 
 

http://www.rcsb.org/pdb/
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13.6. Sledovanie evolúcie jednotlivých domén modulárneho proteínu 
 

 
Teoretická časť 
 

Enzým α-amyláza (EC 3.2.1.1) patrí medzi hydrolázy. Katalyzuje hydrolytické 
štiepenie α-1,4-glukozidových väzieb (napr. v škrobe a príbuzných poly- 

a oligo-sacharidoch). α-Amyláza je multidoménový enzým (pozri schému), 
ktorý sa skladá v zásade z troch domén (viac-menej samostatných 
štruktúrno-funkčných častí): (i) doména A - katalytická - TIM-barel zložený 

z 8 vnútorných β-vlákien obklopených zvonku 8 α-helixami; (ii) doména B - 
vsunutá do katalytickej domény medzi vláknom β3 a helixom α3; a (iii) 
doména C - C-terminálna doména - antiparalelná β-sendvičová doména. 

 
 

 
 
       Schéma α-amylázy. 

 
 
Zadanie 
 
(1) Vytvorte si priečinok „Amylase“. Všetkých 16 sekvencií domén A+B+C α-

amyláz (podľa tabuľky) zhromaždite z databázy UniProt do vstupného 
súboru „Amylase.txt“ (v priečinku Amylase), vhodného pre program 
CLUSTAL-Omega. 

(2) Vytvorte aj dva vstupné súbory α-amyláz pre sekvencie domén A+B: 
„Amylase_A_B.txt“ a pre sekvenciu domény C: „Amylase_C.txt“. 

(3) Na EBI serveri zrovnajte sekvencie domén „A+B+C“, „A+B“ a „C“ 
v programe CLUSTAL-Omega; pre každé zrovnanie získajte dva súbory: 
„*_aln.txt“ a „*_fas.txt“ (a uložte ich do priečinku Amylase). 

(4) Na EBI serveri v rámci programu CLUSTAL-W2 (Phylogeny) vypočítajte 
po dva evolučné stromy pre všetky tri súbory α-amyláz - s uvažovaním 
medzier v sekvenciách („*_off.ph“) a s ich ignorovaním („*_on.ph“). 

(5) Pre zrovnané sekvencie α-amyláz zistite konsenzuálnu dĺžku (CL), 
vypočítajte sekvenčnú identitu (SI) a podobnosť (SS). Vypočítané 

evolučné stromy zobrazte v programe TreeView a postupne diskutujte. 

(6) Údaje CL, SI a SS spolu s obrázkami všetkých evolučných stromov 
(s ich označením v legende), ako aj ich diskusiou uložte do súboru 

„Amylase_results.doc“. 

(7) Súbor zrovnaných domén A+B“, t.j. „Amylase_A_B_aln.txt“ uložte ako 

dokument typu „*_aln.doc“ a podfarbite v ňom žltým zvýraznením tri 
regióny okolo katalytických zvyškov: Asp206, Glu230 a Asp297 (α-
amyláza z Aspergillus oryzae; GLRIDTVKH, EVLD a FVENHD). 

Identifikujte katalytickú triádu pre α-amylázu z Thermococcus 
hydrothermalis. 

doména A - katalytická doména C 
SP 

B 
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Tabuľka. α-Amylázy a ich charakteristika. 

Č. Organizmus Skratka Taxonómia Dĺžka SP A+B+C A+B C UniProt 

1 Pyrococcus furiosus Pycfu Archaea 460 26 27-460 27-388 389-460 O08452 
2 Pyrococcus woesei Pycwo Archaea 460 26 27-460 27-388 389-460 Q7LYT7 

3 Thermococcus hydrothermalis Thchy Archaea 457 23 24-457 24-385 386-457 O93647 
4 Thermococcus onnurineus Thcon Archaea 458 24 25-458 25-386 387-458 B6YUG5 
5 Jačmeň AMY1 (izozým s nízkym pI) Horvu_1 Eucarya; rastlina 438 24 25-438 25-367 368-438 P00693 

6 Jačmeň AMY2 (izozým s vysokým pI) Horvu_2 Eucarya; rastlina 427 24 25-427 25-365 366-427 P04063 
7 Fazuľa Phavu Eucarya; rastlina 420 23 24-420 24-360 361-420 Q9ZP43 
8 Zemiak Soltu Eucarya; rastlina 407 18 19-407 19-348 349-407 Q41442 
9 Bacillus licheniformis Bacli Bacteria; termofil 512 29 30-512 30-452 453-512 P06278 
10 Bacillus subtilis Bacsu Bacteria; termofil 660 27 42-477 42-392 393-477 P00691 
11 Pseudoalteromonas haloplanktis Psaha Bacteria; psychrofil 669 24 25-477 25-384 385-477 P29957 
12 Streptomyces limosus Strli Bacteria; aktinomycéta 566 28 29-464 29-382 383-464 P09794 
13 Thermotoga maritima Thema Bacteria; termofil 553 22 23-553 23-460 461-553 P96107 
14 Aspergillus oryzae Aspor Eucarya; huba 499 21 22-499 22-406 407-499 P0C1B3 
15 Ovocná muška Drome Eucarya; hmyz 494 18 19-494 19-406 407-494 P08144 
16 Prasa (pankreas) Sussc Eucarya; cicavec 511 15 16-511 16-423 424-511 P00690 

 

Dĺžka, počet aminokyselinových zvyškov kompletného proteínu; SP, dĺžka reálneho alebo hypotetického signálneho peptidu; A+B+C, dospelý α-

amylázový proteín - katalytická doména A (TIM-barel), doména B (včlenená do domény A v oblasti medzi vláknom β3 a helixom α3) a doména C 

(C-terminálna doména nasledujúca katalytickú doménu); A+B, oblasť domén A a B; C, oblasť domény C; UniProt, prístupové číslo z UniProt 
databázy. 
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13.7. Predikcia sekundárnej a terciárnej štruktúry proteínov 
 

 
Proteín: genetonín-1 
 

- UniProt Acc. No.: O95210; 
- cicavčí proteín z kostrového svalu s doteraz neznámou funkciou (väzba 

glykogénu); 
- 358 aminokyselinových zvyškov; 
- C-terminálna oblasť 260-358 je homologická so škrob-viažucou 

doménou mikrobiálnych amyláz z rodiny CBM20 (napr. cyklodextrín 
glukanotransferáza z Bacillus circulans: P43379; škrob-viažuca 

doména: 610-713  583-686 po odpočítaní signálneho peptidu 27 aa). 
 
 

Zadanie 
 
(1) Zo sekvencie genetonínu-1 vystrihnite C-terminálnu oblasť 260-358 

a vykonajte predikciu sekundárnej štruktúry danej časti genetonínu 
metódou GOR (server: http://gor.bb.iastate.edu/). Získanú predpovedanú 

sekundárnu štruktúru (C, coil; H, helix a E, extended) zapíšte nad 
aminokyselinovú sekvenciu a uložte do súboru Gen_SBD_2D.txt (podľa bodu 
2). 

 
(2) Z predikcie sekundárnej štruktúry sekvencie C-terminálnej oblasti 260-

358 genetonínu-1 metódou Profile Network Prediction HeiDelberg (PROF, 
PHD; dostupnej na adrese: 
http://imb.savba.sk/~janecek/UCM/piataci/Gen_PHd_results.htm) vyberte 

výsledky predikcie PROF_sec (spolu s REL_sec), zapíšte pod aminokyselinovú 
sekvenciu a uložte do súboru Gen_SBD_2D.txt: 
 

 
No.        ....,....1....,....2....,....3....,....4....,....5....,....6....,....7....,....8....,....9....,.... 

 

GOR-V      CCCCCEEEEEECCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCHHHHHHHHCCCCCEEEECCCCCEEECCCCCEEEECCCCCC 

 

Sequence   GSQQVSVRFQVHYVTSTDVQFIAVTGDHECLGRWNTYIPLHYNKDGFWSHSIFLPADTVVEWKFVLVENGGVTRWEECSNRFLETGHEDKVVHAWWGIH 

 

PROF_sec      EEEEEEEEEEEE    EEEEEEE            EEE     EEEEEEEE    EEEEEEEEE    EEEEE    EEEEE    EEEEEEEEE  

Rel_sec    984256777776520146407888632332243243201220367426778882477436788888606842665305641565135632566311125 

 
 

(3) Zo sekvencie genetonínu-1 vystrihnite C-terminálnu oblasť 260-358 
a vykonajte predikciu terciárnej štruktúry danej časti genetonínu metódou 

homologického modelovania na serveri Swiss-Model - 
http://swissmodel.expasy.org/ (tzv. „Automated Mode“). Ako homologický 
proteín („Specific template“) použite CGTázu z Bacillus circulans; PDB: 

1CDG, reťazec „A“. Získaný model štruktúry C-koncovej domény genetonínu-
1 uložte ako Gen_SBD_3D_SwissModel.txt (Gen_SBD_3D_SwissModel.pdb) a 

v programe WebLabViewerLite zobrazte vo viacerých zobrazovacích štýloch 
(samostatný tréning práce zobrazovania štruktúr proteínov). 
 

http://gor.bb.iastate.edu/
http://imb.savba.sk/~janecek/UCM/piataci/Gen_PHd_results.htm
http://swissmodel.expasy.org/
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(4) Pre C-terminálnu oblasť 260-358 genetonínu-1 vykonajte predikciu 
terciárnej štruktúry aj metódou rozpoznania potenciálnej terciárnej 

štruktúry (tzv. „Fold Recognition“) na serveri Phyre-2 - 
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index. Po prezretí 
výsledkov vyberte 2 najlepšie (najpravdepodobnejšie) modely pre C-

terminálnu oblasť genetonínu-1. Modely uložte ako 
Gen_SBD_3D_Phyre2_1.txt a Gen_SBD_3D_Phyre2_2.txt (*_1.pdb a *_2.pdb) 

a v programe WebLabViewerLite zobrazte vo viacerých zobrazovacích štýloch. 
Modely vizuálne porovnajte navzájom, ako aj s výsledkami z modelovania na 
serveri Swiss-Model. 

 
(5) Z proteínovej databanky PDB (http://www.rcsb.org/pdb/) získajte 
koordináty cyklodextrínglukanotransferázy (CGTázy) z Bacillus circulans - 

PDB kód: 1CDG a pripravte si súbor 1cdg_SBD.txt (resp. 1cdg_SBD.pdb) 
štruktúry jej skutočnej škrob-viažucej domény (doména E: zvyšky Ser583-

Pro686). 
 
(6) Všetky 4 proteínové domény (1× genetonínová SBD zo SwissModel; 2x 

genetonínová SBD z Phyre-2 a 1x reálna SBD z CGTázy) zobrazte pri vypnutí 
atómov ako „schematic“ a farbite podľa „secondary type“. Potom zobrazte 

aminokyselinové zvyšky vybraných funkčne dôležitých zvyškov - ako „stick“ 
a farbenie“ nasledovne: genetonín-1 - Trp34 a Trp75 (293 a 334) (zelená), 
Trp48 (307) (červená), Trp96 (355) (modrá) a Lys63 (321) (čierna); CGTáza - 

Trp616 a Trp662 (zelená), Trp 636 (červená), Trp684 (modrá) a Lys651 
(čierna). Všetky 4 zobrazené štruktúry uložte ako „*.msv“ súbory a pokúste 

sa ich vizuálne porovnať. 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.rcsb.org/pdb/
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13.8. Modelovanie a porovnávanie terciárnej štruktúry proteínov 
 

 
Máte k dispozícii, resp. získajte 
 

(1) Koordináty modelu terciárnej štruktúry hypotetickej škrob-viažucej 
domény (SBD; CBM20) ľudského genetonínu-1 (zvyšky Gly260-His358), 

získané metódou homologického modelovania (Swiss-Model; „Automated 
Mode“; homologický proteín: „Specific template“ - CGTáza z Bacillus 
circulans; PDB kód: 1CDG, reťazec „A“); tento súbor označte: 

Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb; 
 

(2) Koordináty modelu terciárnej štruktúry hypotetickej škrob-viažucej 
domény (SBD; CBM20) ľudského genetonínu-1 (zvyšky Gly260-His358), 
získané metódou homologického modelovania (Swiss-Model; „Automated 

Mode“; homologický proteín: „Specific template“ - škrob-viažuca doména 
CBM20 glukoamylázy z Aspergillus niger (PDB kód: 1AC0, reťazec „A“); tento 

súbor označte: Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb; 
 
(3) Koordináty experimentálne určenej terciárnej štruktúry reálnej škrob-

viažucej domény (SBD; CBM20) CGTázy z Bacillus circulans (doména E: 
zvyšky Ser583-Pro686): 1CDG_SBD.pdb; získané z databázy PDB (kód: 

1CDG; vystrihnutím príslušných riadkov pre dané aminokyselinové zvyšky); 
tento súbor označte: 1CDG_CBM20.pdb; 
 

(4) Koordináty experimentálne určenej terciárnej štruktúry reálnej škrob-
viažucej domény (SBD; CBM20) glukoamylázy z Aspergillus niger (PDB kód: 

1AC0); súbor je pripravený s dvoma molekulami β-cyklodextrínu; tento 
súbor označte: 1AC0_CBM20.pdb; 
 

(5) Koordináty experimentálne určenej terciárnej štruktúry reálnej 
glykogén-viažucej domény (GBD; CBM48) z β-podjednotky AMP-aktivovanej 

proteín-kinázy z potkana (PDB kód: 1Z0M) - iba molekula A s príslušnou 
molekulou β-cyklodextrínu; súbor je pripravený s jednou molekulou β-
cyklodextrínu; tento súbor označte: 1Z0M_CBM48.pdb; 

 
(6) Koordináty modelu terciárnej štruktúry hypotetickej škrob-viažucej 
domény (SBD; CBM20) ľudského genetonínu-1 (zvyšky Gly260-His358), 

získané metódou Phyre-2 (tzv. „fold recognition“ - rozpoznanie štruktúry) 
pomocou templátu škrob-viažucej domény glukoamylázy z Aspergillus niger 
(model č. 1; PDB kód: 1KUL); tento súbor označte: 
Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb. 
 

 
Úlohy 
 
(1) Vytvorte si 15 priečinkov a v nich 15 ZIP súborov obsahujúcich všetky 
príslušné dvojice štruktúr škrob-viažucej domény podľa nasledovného 

členenia:  
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- 1: Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb a Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb; 
- 2: Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb a 1CDG_CBM20.pdb; 

- 3: Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb a 1AC0_CBM20.pdb; 
- 4: Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb a 1Z0M_CBM48.pdb; 
- 5: Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb a Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb; 

- 6: Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb a 1CDG_CBM20.pdb; 
- 7: Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb a 1AC0_CBM20.pdb 

- 8: Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb a 1Z0M_CBM48.pdb 
- 9: Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb a Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb 
- 10: 1CDG_CBM20.pdb a1AC0_CBM20.pdb 

- 11: 1CDG_CBM20.pdb a 1Z0M_CBM48.pdb 
- 12: 1CDG_CBM20.pdb a Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb 
- 13: 1AC0_CBM20.pdb a1Z0M_CBM48.pdb 

- 14: 1AC0_CBM20.pdb a Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb 
- 15: 1Z0M_CBM48.pdb a Gen_CBM20_Phyre2_1KUL.pdb 

 
(2) Na serveri MultiProt: http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/ podľa 
požiadaviek (upload a ZIP file of PDB structures) spravte postupne vzájomné 

preloženia všetkých 15 dvojíc štruktúr a poskytnuté údaje zapíšte do tabuľky 
(znázornená nižšie) - hodnotu RMSD a počet korešpondujúcich Cα atómov (v 
zátvorke): 

 
(3) Všetkých 15 preložených štruktúr (PDB alignment) spolu s príslušným 

zrovnaním (Alignment size) a výsledkami uložte s názvom ZIP súboru (napr. 
„1_overlap.pdb“, „1_alignment.htm“ a „1_vysledky.htm“ - ako kompletnú 
web-stránku; atď.). Zrovnania vizuálne prezrite s ohľadom na funkčne 

dôležité zvyšky (udané nižšie) a preklady zobrazte v programe WebLab pri 
vypnutí atómov ako „solid ribbon“ a farbite vždy jednu štruktúru tyrkysovou 

a druhú oranžovou farbou. Potom zobrazte aminokyselinové zvyšky 
vybraných funkčne dôležitých zvyškov - ako „stick“: (i) genetonín-1 - Trp34 
(293), Trp48 (307), Lys63 (321) a Trp75 (334); (ii) CGTáza - Trp616, Trp 636, 

Lys651 a Trp662; (iii) glukoamyláza: - Trp543, Trp563, Lys578 a Trp590; a 
(iv) β-podjednotka AMPK: Trp100, Phe112, Lys126 a Trp133; a farbite vždy 
modrou v tyrkysovej štruktúre a fialovou v oranžovej štruktúre. Molekuly β-

cyklodextrínov zobrazujte ako „stick“ a farbite zelenou v tyrkysovej štruktúre 
a žltou v oranžovej štruktúre. Všetky zobrazenia uložte ako príslušné „*.msv“ 

a „*.gif“ súbory. 
 
 

http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/
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Tabuľka s výsledkami po superpozícii terciárnych štruktúr. 
 

 Gen_CBM20_Swiss_1CDG.pdb Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb 1CDG_CBM20.pdb 1AC0_CBM20.pdb 1Z0M_CBM48.pdb 

Gen_CBM20_Swiss_1AC0.pdb 1,94 (74) --- --- --- --- 

1CDG_CBM20.pdb 0,50 (93) 1,87 (70) --- --- --- 

1AC0_CBM20.pdb 1,74 (71) 0,79 (85) 2,00 (79) ---  

1Z0M_CBM48.pdb 1,34 (66) 1,94 (55) 1,44 (68) 1,87 (58) --- 

Gen_CBM20_Phyre_1KUL.pdb 1,55 (79) 1,86 (70) 1,53 (79) 1,69 (72) 1,65 (66) 
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13.9. In silico analýza proteínu pomocou primárnej štruktúry 

 

 
Teoterická časť 
 

Predchádzajúcim výskumom ste zistili, že hypotetická amylomaltáza 
z Borrelia burgdorferi (t.j. sekvencia, ktorá je známa iba zo sekvenovania 

genómu tejto baktérie; MalQ, BB0166; GenBank Acc. No. AAC66547.1) 
obsahuje zaujímavé (unikátne) sekvenčné črty, ktorými sa odlišuje od 
ostatných typických amylomaltáz. Podobné črty obsahuje aj sekvencia 

z Borrelia garinii, pričom sekvencia z Borrelia turicatae môže byť považovaná 
za akýsi „intermediát“ (medzičlánok) - má črty aj typických amylomaltáz, aj 

amylomaltáz z borélií. Sú to najmä (v sekvencii amylomaltázy z B. burgdorferi 
BB0166): Ser49 (namiesto Gly), Ala57 (namiesto Pro), Asn227 (namiesto 
Asp), Lys305 (namiesto Arg), Phe356-Gln357, resp. Phe-Glu (namiesto Leu-

Gly) a Gly406 (namiesto His). Rozhodli ste sa preto izolovať proteín 
amylomaltázy z B. burgdorferi a v rámci tejto práce po presekvenovaní 

reálneho génu overiť, či unikátne sekvenčné črty sú naozaj prítomné, t.j. či 
nie sú dôsledkom nejakej sekvenačnej chyby pri sekvenovaní genómu. 
 

 
Úlohy 
 
(1) Stiahnite si aminokyselinové sekvencie (tabuľka) z databázy GenBank 

(„Protein“ database) a zrovnajte ich na EBI serveri pre program Clustal-

Omega. Pripravte aj ich evolučný strom počítaný zo zrovnania 
programom Clustal-W2, v ktorom sa medzery neignorujú (súbory: 

AGT.txt, AGT_aln.txt, AGT_fas.txt, AGT_off.ph). 
 
Tabuľka s amylomaltázami. 

 

Č. Zdroj Skratka GenBank Proteín Dĺžka 

 Borélie     

1. Borrelia burgdorferi Borbu AAC66547.1 Hypotetický 506 

2. Borrelia garinii Borga AAU07022.1 Hypotetický 506 

3. Borrelia turicatae Bortu AAX17503.1 Hypotetický 493 

 Baktérie     
4. Aquifex aeolicus Aquae CAE51853.1 Reálny 485 

5. Clostridium butyricum Clobu AAB84229.1 Reálny 487 

6. Escherichia coli Escco AAA24106.1 Reálny 694 

7. Thermus aquaticus Theaq BAA33728.1 Reálny 500 

8. Thermus thermophilus Theth CAE51852.1 Reálny 500 

 Archaebaktérie     

9. Pyrobaculum aerophilum Pyrae AAL63326.1 Reálny 468 

 Rastliny     

10. Chlamydomonas reinhardtii Chlre AAG29840.1 Reálny 585 

11. Solanum tuberosum Soltu CAA48630.1 Reálny 576 

12. Triticum aestivum Triae AAZ23612.1 Reálny 574 
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(2) V zrovnaní (v programe MS-Word; súbor AGT_aln.doc) vyznačte 
unikátne sekvenčné črty v enzýmoch z borélií (B. burgdorferi a B. garinii) 
žltým zvýraznením a odpovedajúce aminokyselinové zvyšky v enzýmoch 
z ostatných zdrojov zeleným zvýraznením. Črty v amylomaltáze z B. 
turicatae farbite podľa toho, či sú typické pre jednu alebo druhú 
skupinu. 

 

(3) Po presekvenovaní génu z Vašej reálnej amylomaltázy z B. burgdorferi 
ste získali jej nukleotidovú sekvenciu dlhú 1527 nukleotidov 

(http://imb.savba.sk/~janecek/UCM/Piataci/BB0166_real.txt). Na 
proteomickom serveri (http://www.expasy.ch/; v sekcii „Proteomics“ - 
„Protein sequences and identification“ - „Translate“) získajte jej správny 

preklad, t.j. správnu aminokyselinovú sekvenciu, a túto porovnajte 
s aminokyselinovou sekvenciou hypotetickej amylomaltázy z B. 

burgdorferi. Skontrolujte zrovnanie, či sa unikátne sekvenčné črty 
potvrdili alebo nie (súbor: Borelie_aln.txt).  

 

(4) Poznáte hodnoty pI a Mw pre hypotetickú amylomaltázu z B. 
burgdorferi: 8.67 a 59,354 kDa. Na proteomickom serveri 

(http://www.expasy.ch/; v sekcii „Proteomics“ - „Protein 
characterization and function“ - „Compute pI/Mw“) získajte tieto 

hodnoty pre Vašu reálnu amylomaltázu a výsledky porovnajte pre 
hypotetický a reálny proteín. Výsledky zapíšte a diskutujte.  

http://imb.savba.sk/~janecek/UCM/Piataci/BB0166_real.txt
http://www.expasy.ch/
http://www.expasy.ch/
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