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* izpopolnila tehniko rentgenske difrakcije za
dolocevanije strukture molekul

* struktura penicilina in vitamina B,, (Nobelova
nagrada za kemijo — 1964)

* struktura inzulina (1969)




3D struktura makromolekul in vizualizacija struktur

Pregled obravnavanih tem:
1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

2. 3D struktura bioloskih makromolekul
a. Proteini
b. Nukleinske kisline
c. Ogljikovi hidrati
3. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost)
a. Rentgenska kristalografija (X-ray)
b. Jedrska magnetna resonanca (NMR)

4. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze

a. Formati PDB, PDBML, mmCIF
b. Podatkovna baza Protein Data Bank (PDB)
c. Protein Structure Initiative (PSI)

5. Vizualizacija 3D struktur makromolekul
a. Osnove
b. Nacini predstavitev strukturnih podatkov
c. Programi

a. Superpozicija in podobnost
b. Zvitje in klasifikacija struktur ——> nadaljevanje naslednji¢

1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

Najenostavnejsi zapis strukture: koordinate (x, y, z) vseh atomowv.

Vendar:

* (makro)molekule so do dolo¢ene mere fleksibilne/dinamicne,

* dolocene regije (makro)molekul nimajo urejene strukture,

* struktura neke (makro)molekule je lahko v razli¢cnih okoljih drugacna
(pogoiji, interakcija z drugimi molekulami).

y

Tehniéno pravilno je, da uporabljamo izraz VIODEL STRUKTURE,

a v praksi najpogosteje recemo kar “struktura”.

Na slikah (a) in (b) je model strukture
hemoglobina, ponavadi pa napisemo kar
“struktura hemoglobina, prikazana kot trak
(a) oz. molekulska povrsina (b)”.




1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

Prvi modeli struktur bioloskih makromolekul:

Model strukture DNA Model strukture mioglobina
James Watson, Francis Crick & sod. John Kendrew in sod.
1953 1960
Relativno visoka locljivost, ki so jo omogocali: Nizka logljivost!
* poznavanje natanc¢ne strukture osnovnih gradnikov, Struktura gradnikov (aminokislin) je sicer znana, a
* enoli¢nost molekule DNA, relativna urejenost atomov in stranskih skupin v
* predpostavljen model podvojevanja ipd. prostoru ni tako enoli¢na kot pri DNA.

1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

Locljivost (resolucija, angl. resolution)
* S pojmom locljivost opisSemo, katere podrobnosti lahko v modelu strukture

zanesljivo razlo¢imo.
* Primer: loéljivost 2 A pomeni, da lahko v modelu strukture zanesljivo lo¢imo

pod-strukture, ki so vsaj 2 A narazen.

1A=10""m=0,1 nm
Angstrém (po $vedskem fiziku - Anders Jonas Anstrém)

* Manjsa stevilka — boljsa (vecja) locljivost.

Strukture (in metode, s katerimi jih dolo¢amo), delimo na nizko- in visokolocljivostne:

Saperon Mm-cpn nuclear pore targeting complex  jedrska magnetna rentgenska
krio-EM tomografija ozkokotno sipanje X-ray Zarkov resonanca kristalografija
(cryo EM) (SAXS) (NMR) (X-ray crystallography)

+ Se nekateri drugi nacini pridobivanja strukturnih podatkov (MS, powder diffraction, ...)




1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

Pogosto uporabljamo hibridne modele struktur (posebej v primeru velikih kompleksov):
strukturo manjsih delov (gradnikov kompleksa) dolo¢imo pri visji locljivosti,
strukturo vecjih kompleksov dolo¢imo pri nizki locljivosti ali jih modeliramo,
visokolocjivostne modele gradnikov prilegamo v model celotnih kompleksov.

1.
2.
3.

kompleks kinezina-13
in mikrotubulov

kinezinu podoben
protein KIF2C

krio-EM

a/B-tubulin
X-ray

1. Strukturni podatki
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Nature Methods
d0i:10.1038/nmeth.2841




1. Strukturni podatki (3D), njihova locljivost in uporabnost

Uporabnost struktur makromolekul:

razumevanje zgradbe makromolekul
in procesov zvijanja

7 S
(Guries _/sealos

y
s oo

g
s fn
==y
\\wf,/\i——mms

ciljano naértovanje novih zdravil
in izboljSevanje obstojecih

razumevanje delovanja posameznih proteinov (encimi,
strukturni proteini, ...), nukleinskih kislin in ve¢jih sistemov
(ribosom, jedrna pora, misicni proteini, ...)

gradnja umetnih encimov, nanostrojev/robotov
in drugih struktur

1. Strukturni podatki (3D),

hova locljivost in uporabnost

Primer: razvoj zdravilnih uc¢inkovin na osnovi strukturnih podatkov.

Fragment
screen

Fragment
> —

HTS = high-throughput screen

Medicinal chemistry optimization
and structure-based drug design

-

«

HTS and

screen

X-ray crystallography,
NMR or homology
modelling

iskanje najboljprimernejSe molekule preko fragmentov (fragment-based screening)

3D structure of
protein-protein
complex

biological
evaluation

|

Lead
candidate
selection

Compound-based
pharmacophore screen \

Screen of protein ;
interaction surface '

. Protein-based :
. pharmacophore screen

Nature Cancer
doi:10.1038/nrc3690




2. 3D struktura bioloskih makromolekul

B4
@
B2 w3\ ol
a3\ o6
et
GRS
prLy
;‘%&5—]25'/1":
PROTEINI NUKLEINSKE KISLINE POLISAHARIDI
aminokisline nukleotidi monosaharidi
lzredno kompleksna 3D V osnovi zelo enoli€éna Pogosto zelo fleksibilni,
struktura: 20 razli¢nih zgradba, v kateri najdemo struktura je ponavadi
gradnikov, veliko prostostnih regije sekundarnih struktur stabilizirana Sele ob
stopenj in moznih - kompleksnejse stabilne vezavi/interakciji na npr.
medsebojnih interakcij. 3D strukture (tRNA, protein.
rRNA, ...).
+ sestavljene makromolekule/kompleksi: glikoproteini, proteoglikani, nukleoproteinski kompleksi

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Nivoji strukture proteinov:

* primarna struktura: zaporedje aminokislinskih ostankov

* sekundarna struktura: urejene pod-strukture (vijacnice, nagubane povrsine)
* terciarna struktura: poloZaj atomov/podstruktur v prostoru

* kvartarna struktura: podenote oz. kako le-te oblikujejo protein

Primary

structure Quaternary
Pro structure

Ala
Asp
Lys Secondary Tertiary

Thr structure structure
Asn

Val
Lys
Ala
Ala
Trp
Gly
Lys a Helix
Val

Amino acid Polypeptide chain Assembled subunits
residues




2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Osnovni gradniki: aminokisline.

oolimerizacija polipeptidna veriga iz

aminokisline aminokislinskih ostankov
\ H.0 (ak-ostankov)
2

v

V proteinih najdemo L-a-aminokislinske ostanke |
(D-ak-ostanke le izijemoma, npr. razni mikrobni peptidi): H N+ a2 H

L isomer D isomer € | IG_I
2

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

stranske skupine (sidechains)

Carboxyl
terminus

ogrodje, glavna veriga
(backbone, main chain)

Konformacijo ogrodja polipeptidne verige lahko
izatomov C,C inN

opiSemo z dihedralnimi koti:
¢ O (fi): C-N-C,-C

¢ W (psi): N-C,-C-N

* w (omega): C,-C-N-C,

Stranska skupina -
dihedralni koti y (ksi):

X,]_r XZ’ X3l e

w: 180° (trans — ponavadi)
ali 0° (cis — redko,
predvsem pri Xaa-Pro)




2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Ramachandranov diagram

. . favorizirane regije
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Za elemente sekundarne strukture je znacilna
kombinacija dolo¢enih vrednosti @ in W.

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Elementi sekundarne strukture: a-vija€nica (vijacnica 3.6,3)

5.4 A = rise per
turn, pitch (dvig
na zavoj)

Vodikove vezi med
CO in NH glavne
verige so pribl.
vzporedne z osjo
vijacnice.

C-konec

Poznamo 3e druge tipe vijacnic (npr. vijacnica 3,, (oZja kot a) in 1t (3irSa kot a)), ki pa se pojavljajo redkeje.

* 3.6 ak-ostankov na zavoj

P * 13 atomov v “obrocu”, ki
gHa:’ on ja sklene vodikova vez
ydrogen
© Oxygen
O Nitrogen
@ Rgroup

stranske skupine so
orientirane navzven




2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Vijacnice - amfipati¢nost
Vija¢nice imajo lahko na eni strani izrazen hidrofoben znacaj (npr. v stiku s hidrofobno

notranjostjo proteina ali sredico membrane), na drugi strani pa polarnega (npr. v stiku s
topilom, notranjost hidrofilnega kanalcka).

Tak prikaz imenujemo helical wheel — “heli¢no kolo”.

interakcija z neg. nabitimi glavami lipidov

VAFALTLNL KLTA PIRALY SR TR

392 398 403 409 L BN \ H Y {

hydrophobic —[_] nonpolar RN P U (ST
B acidic / AN SR LLE RS

hydrophillic 4 [ polar, uncharged
[ basic PLOS PATHOGENS
DOI: 10.1371/journal.ppat.1000351

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Elementi sekundarne strukture: B-povrsina

paralelna antiparalelna
orientacija posameznih trakov orientacija posameznih trakov

zvrha

s strani s strani

Podobno kot heliksi je tudi -
povrsina lahko amfipaticna,
primer so porini —izmenjujoci ak-
ostanki s polarnimi in
hidrofobnimi str. skupinami.

membrana

od strani




2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Prikaz elementov sekundarne strukture skupaj z aminokislinskim zaporedjem
(analiza 3D strukture):

Find Help | Feedback

EMBL-EBI

Databases | Tools Resparch Training Industry About Us Help

Streznik PDBsum
- analiza struktur
iz baze ali

site Index [ &

Go to PDB code: h196 f @

@ Top page | Protein | @ Clefts ———

f

prenesene
Chain © (56 residues) strukture.
Secondary structure:
A . A H1 A . A T !
B Bp i opology @
A—p——— SIS — - ] @
MOVKLY INGKTLKGETTTK AVDAETAEK AFK QY ANDNGYDGYWIVDDATKTFTVIE [y oo -
1 3 10 15 20 25 30 35 40 45 30 55 file 2
Key: m
Sec. struc: w- :el;cesubeua H1, H2, ... and strands by their sheets - \
Helix Strand
Motifs: > beta turn == beta hairpin
Protein chain highighted . .
(crertovew) &S  Related protein sequences in the PDB topoloski
Jmel & diagram
Secondary structure
Wiring diagram
ProMotif
1 sheet
-2 beta hairpins
strands
1 helix
3 beta turns
Terms of Use ' EBI Funding : Contact EBI : ® European Bioinformatics Institute 2011. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Topologija — prikaz elementov sekundarne strukture — kako si sledijo in kako so organizirani.

BAH-domain

model strukture topoloski diagram

* trakovi kot puscice (smer polipeptidne verige!)

* vijacnice kot cilindri

* dolZina simbolov je sorazmerna st. ak-ostankov v
posameznem elementu sekundarne strukture




2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Zvijanje proteinov (folding) Beginning of helix formation and collapse
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(preprecevanje agregacije)

2.a. 3D struktura bioloskih makromolekul: PROTEINI

Nekatere druge splosne znacilnosti proteinov/proteinskih
struktur:

* hidrofobna notranjost, hidrofilna zunanjost
(razen npr. pri delih, ki so v stiku s hidrofobno sredico membran ipd.)

* dodatna stabilizacija strukture z disulfidnimi vezmi
(oksidativno okolje!)

* polipeptidna lahko tvori ve¢ enakih ali razli¢cnih domen
(neodvisno zvijanje domen), stiki med domenami so lahko

polarni ali hidrofobni
* nekatere regije polipeptidne verige (Se posebej na povrsini)
so lahko neurejene (ureditev npr. ob vezavi drugega proteina)
* nekateri proteini so pretezno neurejeni (intrinzi€no neurejeni
proteini — intrinsically disordered proteins, IDPs); ureditev
strukture Sele ob vezavi na drugi molekulo




2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Nivoji strukture:
* primarna struktura: zaporedje nukleotidov
* sekundarna struktura: interakcije med bazami, npr. A=T
* terciarna struktura: poloZaj atomov/podstruktur v prostoru
» kvartarna struktura: interakcije med nukleinskimi kislinami (npr. v ribosomu), kromatin, ...
I I
Osnovni gradniki - nukleotidi C N C N
NT e\ HNT D\
nukleozid = baza + sladkorni ostanek | Il CH | I CH
HC c_/ C c/
Purine or e \ﬁ HzN/ \N/ \H
pyrimidine
base Adenine Guanine
? 57 Purines
Phosphate -o_;li_.o_CHz o B
o| ¥ 7’| pentose NH,
N c' ] ]
CH
S R
y e O/C\N/CH 0/c\N/ H c/c\N/CH
C
C ZeN N H H H
Za\ 6 -
"lls sﬁH IT‘ Sﬁ 71}\CH Cytosine Thymine Uracil
2 4 DNA) (RNA)
HC2 . SCH HCL s € (
S Y ll\_lI Pyrimidines
Pyrimidine Purine

2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Osnovni gradniki - nukleotidi

OH H

Nucleotide: Deoxyadenylate
(deoxyadenosine
5’-monophosphate)

A, dA, dAMP

Nucleoside: Deoxyadenosine

Symbols:

OH H

Deoxyguanylate
(deoxyguanosine
5’-monophosphate)

G, dG, dGMP

Deoxyguanosine

OH H

Deoxythymidylate
(deoxythymidine
5’-monophosphate)

T, dT, dTMP
Deoxythymidine

Deoxyribonucleotides

OH H

Deoxycytidylate
(deoxycytidine
5’-monophosphate)

C, dC, dCMP
Deoxycytidine




2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Sekundarna struktura — osnovni bazni pari

g /
\‘/“ /N\ o
ol

1 W N
Vi \c/ ~N /H 1
Guanine H—C o

C” N, .,
\N/c”\ /CI |‘é/ T
G NN
=
108A
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H—c? €7 ne y

[ Cytosine

2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Sekundarna struktura — druge povezave baz

CH;3
— CH; —
H
; : -
1-C—N o,, \\\o N 1-C—N/_>—N\ PLN
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<1 ) ¢ ]
T i)
c1 c1
T=A-T C=G-C*
H c-1
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Guanosine tetraplex

Cetverna vijacnica (kvadrupleks)
(telomere!)




2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Struktura dsDNA A form B form Z form
Helical sense Right handed Right handed Left handed
Diameter ~26 A ~20 A ~18 A
Base pairs per
helical turn 11 10.5 12
Helix rise per base
pair 26 A 34A 3.7A
Base tilt normal to
the helix axis 20° 6° 72
Sugar pucker C-3’ endo C-2’ endo C-2’ endo for
conformation pyrimidines;
C-3' endo for
purines
Glycosyl bond Anti Anti Anti for
conformation pyrimidines;
syn for purines

5' konformacija
sladkorja

konformacija NH,

Glede na okolje in zaporedje nukleotidov: glikozidne vezi N N

* oblika B je obicajna, { | )

. - . NN

* obliko Z zavzameta verigi z zaporedjem
izmenjujocih purinskih in pirimidinskih
nukleotidov, npr. GCGCGCGC,

* oblika A pri RNA-ssDNA in RNA-RNA ter pri
dehidrirani dsDNA. B-DNA

OH OH OH OH
syn-Adenosine anti-Adenosine

2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Sekundarna struktura RNA

' ' lasnica
enojna veriga notranja zanka Hairpin
Single
strands izboklina Inlt:;:al AA &
Bulge U A

topoloski diagram

/
¥

acceptor

TwC loo|
111 ’

Variable loop




2.b. 3D struktura bioloskih makromolekul: NUKLEINSKE KISLINE

Struktura evkariontskega ribosoma (60S+40S + elF1 in elF6) |Crystal Structure of the Eukaryotic 60S
(nukleoproteinski kompleks: rRNA + proteini) Ribosomal Subunit in Complex with

Neposreden dokaz, da je ribosom RIBOCIM. Initiation Factor 6

Sebastian Klinge," Felix Voigts-Hoffmann,* Marc Leibundgut, Sofia Arpagaus, Nenad Bant

2.c. 3D struktura bioloskih makromolekul: OGLIIKOVI HIDRATI

Ogljikovi hidrati (oligo- in polisaharidi) nastopajo kot makromolekule:
* samostojno (npr. Skrob, celuloza, ...)
* v povezavi s proteini (vedno na povrsini proteinov, saj se dodajo po zvijanju):

» glikoproteini (krajSe verige, navadno vezane na Asn)

» proteoglikani (daljSe nabite verige, navadno vezane na Ser — glikozaminoglikani (GAG))
Struktura ogljikovih hidratov je G
navadno preve€ “neurejena”, zato je
ne moremo dolociti oz. podati nekega
staticnega modela:

* v eksperimentalno dolocenih
strukturah glikoproteinov in y

proteoglikanov “vidimo” ponavadi B"’"‘“\A{' :
. v . E
samo prvega ali Se nekaj -01ms
sladkornih ostankov naprej od s \/\/
jan

mesta pritrditve,

* strukturo polisaharidnih verig se
lahko uredi ob vezavi npr. na
protein.




2.c. 3D struktura bioloskih makromolekul: OGLIIKOVI HIDRATI

Ponavadi stukturo opiSemo v smislu zaporedja sladkornih ostankov in topologije, ki jo
dolo¢imo z masno spektroskopijo in cepitvijo s specifiénimi endo- in eksoglikozidazami.

*a '\
‘-0/‘\ /‘\ High Mannose
o >4

.- N
Bl

Biantennary Triantennary Tetrantennary

Complex

5

kg

"o &
o ‘/:;r._: Hybrid
- -l

Wl N-Acetylglucosamine (GIcNAc) () Mannose (Man)
Glucose (Glc) ) Galactose (Gal) A Fucose (Fuc)

3. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka lo€ljivost)

Za dolocevanje struktur makromolekul pri visoki lo€ljivosti se trenutno uporabljata dve
metodi:

* rentgenska kristalografija (X-ray crystallography)

* jedrska magnetna resonanca (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)

Nekateri med te metode priStevajo tudi krio-EM.

del elektronske gostote proteina, modeli proteina, ki (vsi!) ustrezajo
dolocene z rentgensko kristalografijo rezultatom eksperimenta z NMR

X-ray in NMR sta KOMPLEMENTARNI metodi — vsaka ima svoje prednosti in slabosti,
zdruZeni rezultati, pridobljeni z obema metodama, pa dajo popolnoma nov vpogled v
strukturo in delovanje makromolekul.




3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Metoda temelji na sipanju rentgenskih Zarkov
na atomih v kristalu, iz vzorca sipanih Zarkov pa
lahko rekonstruiramo elektronsko gostoto.

elektronska gostota
Fourierjeva transformacija

difrakcijski
vzorec

(proteinski
kristal

X-Zarki

© Garland Science 2010

model strukture

analogija z vidno svetlobo -
nastanek interferencnega vzorca

destruktivna interferenca .

konstruktivna interferenca

3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Braggov zakon

Opisuje sipanje
svetlobe na kristalni
mrezi.

Do sipanja pride, Ce
je valovna dolzZina
svetlobe (A) ranga
razdalj med
ravninami (d).

<~

Ce Zelimo proucevati
atome, moramo
uporabiti svetlobo
valovne dolzZine 4 *.(
primerljive z razdaljo dsin®
med atomi (1-2 A). e o o o

@ ® ® ® ®

Zarki X

Incident
plane wave

o
2d sin B

when
nA=2dsin 6
Bragg’s Law

Constructive interference




3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

kristalna mreza motiv osnovna celica

b
f- )i

asimetricna osnhovna kristal
enota celica

~ ravnine v kristalu > sipanje
vsebino le-te dolo¢imo z rentgensko kristalografijo

3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka lo€ljivost): X-ray

Rekonstrukcija elektronske gostote iz difrakcijskega vzorca — amplitud in faz

h, k, | — indeksi ravnin

amplituda strukturnih faktorjev faza strukturnih faktorjev
(intenziteta lis — povezano s (povezana s polozajem
kristalno mrezZo) atomov)

elektronskagostota1 T

o(x,y,2) = ;ZZ ) exp[27i(hx + ky + 1=

=h -k -l

e

h k 1 F(hkl) ¢(hkl)

200 228.0 180.0
101 10.4 90.0
201 901.8 270.0
111 367.0 332.1
123
891
772

149.3 37.8
97.9 255.1
111.5 139.7

FAZNI
PROBLEM

Az!!!l.l!h»\ .. .
(  Za resitev je na
oljo ve¢ metod.




3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Pregled dolocevanja strukture z rentgensko kristalografijo v praksi

¢ izolacija iz tkiv (predvsem v preteklosti)
* rekombinantni proteini (najpogosteje)
, / * kemijska sinteza (za peptide)
priprava vzorca
kristalizacija

difrakcijska analiza,
snemanje podatkov

Lidoo

interpretacija mape elektronske gostote,

pilienje modela

gradnja modela

3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Kristalizacija — ponavadi izkoris¢amo ucinek izsoljevanja, za kar uporabimo metodo
kristalizacije z difuzijo vodne pare (vapour diffusion).

OZKO GRLO!!!
v primernih pogojih
(pH, ionska jakost, ...)
zrastejo kristali (sicer
oborina)

zmesamo kapljico sistem zapremo in
iz krist. reagenta + ¢akamo...
proteina

~

NS o

voda izhlapeva iz @

kristalizacijski reagent, ki vsebuje kapljice (teZnja po

precipitant — sestavo dolo¢imo izenaenju parnega kristale pripravimo za
empiriéno — pretestiramo veliko protein ¢ tlaka) > raztopinav  Snemanje difrakcijskih
pogojev! (ROBOTI!) kapljici se podatkov

“koncentrira”




3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Snemanje difrakcijskih podatkov — “hisni” viri (manjsa jakost) in mocnejsi (sinhrotroni).

¢ Cryo-
Video- - cooler
microscope o
! \ |
Rofating f
_CCD 4

detector ¥4

{153 duniit gl

snemanje na hisnem viru difrakcijski vzorec

Sledi:
* procesiranje podatkov (lega in intenziteta difrakcijskih “lis”) = dolocitev osnovne celice,

* faziranje (reSevanje faznega problema),
* gradnja modela v dano elektronsko gostoto (poznamo ak-zaporedje in vemo, kako
izgledajo posamezni ak-ostanki!)

3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka lo€ljivost): X-ray

Alanine ALA (A) Valine VAL (V) Proline PRO (P)

Leucine LEU (L) Isoleucine ILE (1) Phenylalanine PHE (F)

7
v

Primer, kako izgledajo posamezni ak-ostanki.

Locljivost — pri boljsi lo€ljivosti lahko razlo¢imo
podrobnosti strukture in model je bolj natancen.




3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): X-ray

Pomembno!

ASIMETRICNA ENOTA

+ dolo¢imo strukturo ASIMETRICNE enote, ki
ni nujno (ponavadi ni!) enaka biolosko
aktivni obliki kristalizirane molekule

¢ kristalnih kontaktov ne smemo enostavno
enaciti s biolosko relevantnimi
medmolekulskimi kontakti (razen v
dolocenih primerih)

* vasimetri¢ni enosti sta lahko tudi dve ali
vec enakih molekul, ki med seboj niso v
stiku

asimetri¢na enota v kristalu
kalijevega kanalcka —ena
podenota (ostale so
simetrijsko povezane s to)

kalijev kanalcek —
bioloska enota je
tetramer

KRISTALNA VODA

~50% kristala predstavlja voda (strukture so
zato do dolo¢ene mere podobne tistim v
raztopini)

vecina te vode je “neurejene” —molekule
so v asimetri¢nih enotah na razli¢nih mestih
nekatere molekule vode (tik ob povrsini) so
pri vseh molekulah na istem mestu —te
molekule “vidimo” v strukturi!

molekule vode
(kisikovi atomi)

3.a. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka lo€ljivost): X-ray

Pomembno!

NEUREJENI DELI

» tistih delov molekule, ki so neurejeni,
navadno ne vidimo (ponavadi gre za N- in
C-konce ter razne zanke na povrsini) — v
modelu strukture manjkajo

* nekatere dele, ki so deloma neurejeni,
“vidimo”, a je elektronska gostota slabse
definirana

* to relativno vibracijsko gibanje atomov
opiSemo s t.i. temperaturnim ali B-
faktorjem Bj _ 87T2 v ﬂ?

kvadrat povprecnega
radija vibracije

VODIKOVI ATOMI

so premajni in imajo premalo elektronov
(slabo sipajo), zato jih v strukturah,
dolocenih z rentgensko difrakcijo, ne
vidimo

(najbolje sipajo atomi z vec elektroni)
vcasih jih za namen interpretacije strukture
dodamo naknadno (racunalnisko)




3.b. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): NMR

Metoda temelji na absorpciji in re-emitiranju EM valov atomskih jeder v magnetnem polju.

Q B spin ®)
Transition @ b ©
T Energy between CHs ™ CH, ™ OH
. separation spin states | (a
2o (AE) gives NMR = o
g line E §
. (@ . E ) 7
o spin © .
had Irradiation e T/lL_,_‘, L_ ,
. . 8 7 6 ) 4 3 2 1 0
Magnetic field strength — Chemical shift (ppm)
Molekula je pri snemanju v raztopini Kemijski premik (chemical shift) opisuje,
(torej odpadejo teZave s kristalizacijo). kako se resonancna frekvenca nekega

jedra razlikuje od standardnega (zaradi
razlicnega okolja).

3.b. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): NMR

Okolica vpliva na kemijski premik.

(A) (B)
-
£ 4
=
£
'5) 5,2
3l @
= 2
£
g
(9]
pud 3
gl © ©
o 5 2,5
|

1

<— Proton chemical shift (ppm)




3.b. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): NMR

2D spektri NMR:

L aie. mmeg
Asignacija spektra — 1 R DT Rched:
posameznemu signalu gyl .
pripisemo atom. £ . CARE
o )
& 31 s
. . . . N 12 k] B " 9
Pri velikem Stevilu £ SRR
- ‘= IR
atomov se signali 7 aEi
prekrivajo — od tod T 5L -
izvira omejitev NMR, i .
sja lahko s to metodo N
v o
dolo¢amo strukturo le pus . o
manjsih molekul (npr. -g r B
do 20 kDa). & i
(o]
< 2| 1 - |

9 7 5 3 1
Proton chemical shift (ppm)

3.b. Metode za dolocevanje 3D struktur makromolekul (visoka locljivost): NMR

Iz kemijskih premikov izraCunamo razdalje, ki nam nato sluZijo kot omejitve pri racunanju
strukture.

Calculated structure

* Omejitvam ustreza vec izraCunanih
modelov, ki se med seboj bolj razlikujejo
na fleksibilnih regijah (N- in C-konec,
povrsinske zanke).

* Vidimo vodikove atome!

* Ponavadi podamo eno povprecno
strukturo ter ve¢ posameznih modelov.




Strukturne podatke ponavadi zapiSemo kar kot kombinacijo:
* koordinat atomov (x, y, z), ki jim pripiSemo enoliéna

* njihovo ime (C, Cg, C,, ...) ter ) rekonstrukcija
* aminokislinski ostanek v zaporedju. strukture

Te podatke lahko zapiSemo v datotekah v razli¢nih formatih:
* PDB (obicajni format; Protein Data Bank)

* PDBML (XML format; extended markup language)

*  mmCIF (macromolecular Crystallographic Information File)

data_PDR025
(a) Abbreviated example PDB exchange data file -

_entity poly.pdbx_seq_one_letter_code cell.angle beta 90.00

_symmetry.space_group name_ H-M 'c 2221
data_EXAMPLE “cell.length_a 137.290
_entity poly.entity id 1 ) “cell.length b 153.100
_entity poly.type polypeptide (L) cell.length_c 76.200
Tentity poly.nstd_linkage no - g
“entity_poly.nstd_monomer no _cell.angle alpha  90.00

; DIVLIQSPASLSASVGETVTI TCRASGNIHNYLAWYQQKQGKSPQLLVYYTTTLADG 1
VPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQPEDFGSYYCQHFWSTPRTFGGGTKLELK ‘CEll -angle_gamma  90.00
ennty_poly pdbx_ seq ane letter_code_can PDBM |_ loop_ mn ICI F
7DIVLTQSP; CRASGNIHNYL LLVYYTTTLADG atom site.id
VPSRPSGSGSGTQYSLKINSLQPEDPGSY‘ICQHE’WSTPRTPGGGTKLEIK .
atom_site.label atom_id

.label alt_id
te.label comp_id

(b) Abbreviated example XML data file
.label asym id

<?xml version="1.0" encoding="UTF-8" 2>
<PDBx:datablock datablockName="EXAMPLE"
xmlns: PDBX="http: //deposit .pdb.org/pdbML/pdbx-v1.000 . xsd"
xmlns:xsi="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchema-instance"
xs1i:schemalLocation="http://deposit .pdb.org/pdbML/pdbx-v1.000.xsd
pdbx-v1.000.x5d">

ato'n site. Cartn z

roodoan s wN Rl ] ]

<PDBx:entity polyCategorys o5* 2 G A 1 -3.897  61.994 -24.841
<PDBx:entity poly entity id=" / C5* ? G A 1 -5.016 62.932 -24.760
<PDEx ty'pe>palypept1de (L) < PDBx cype> 4 2 5 1 _q. 4. ~25.301
B AR I ©
PpBx.nstd mcnumer>no</PDBx nstd monomer> > L - ) -
<PDBx:pdbx_seq_one_letter_code: Cc3* ? G A 1 -3.413 64.316 -26.115
DIVLTQSPASLSASVGETVTITCRASGNIHNYLAWYQQKQGKSPQLLVY‘{TTTLADG 03* 2 @ A 1 -3.497  65.336 -27.093
VPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQPEDFGSYYCQHFWSTPRTFGGGTKLEIK . N _ _
</PDBx:pdbx_seq_one_letter_code> c2 4 G A 1 2.354 64.634 25.084
<PDBx:pdbx_seq_one_letter_code_can> C1* ? G A 1 -3.091 65.629 -24.212
DIVLTQSPASLSASVGETVTITCRASGNIENYLAWYQQKQGKSPQLLVYYTTTLADG N9 2 ¢ A 1 -2.631 65.588 -22.836
VPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQPEDFGSYYCQHFWSTPRTFGGGTKLEIK 2 _ _
</PDBx:pdbx_seq_one_letter_code_can> 10 c8 2 6 A1 2.125  64.484 22.203
</PDBx:entity poly> 11 N7 2 ¢ A 1 -1.781 64.713  -20.965
</PDBx:entity_polyCategory> 12 cs 2 ¢ A 1 -2.077 66.050 -20.769

</PDBx:datablock>

Format PDB

Obicajna tekstna datoteka (odpremo jo lahko z npr. Notepad-om), ki vsebuje strukturne in

druge podatke:

* HEADER: kategorija proteina, datum, koda zapisa v bazo PDB

* TITLE: naslov

* COMPND: ime spaojin(e)

* SOURCE: oranizem

* KEYWDS: kljuéne besede

* EXPDTA: podatki o eksperimentalnem dolocanju strukture

* AUTHOR: avtoriji

* JRNL: v katerem ¢lanku je struktura objavljena

* REMARK: razne opombe glede dolocanja strukture, elementov sekundarne strukture,
biolosko aktivna oligomerna enota, ...

* SEQRES: ak-zaporedje ali nt-zaporedje

e HELIX, SHEET: elementi sekundarne strukture

* ATOM: koordinate atomov aminokislinskih ostankov in nukleotidov

* CONNECT: povezave med ostalimi atomi (ki niso del ak oz. nt)




4.a. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: FORMAT PDB

Format PDB
kategorija podatki
T T koda PDB
| | /\
HEADER TOXIN, TRANSFERASE 28-JAN-14 40W6
TITLE CRYSTAL STRUCTURE OF DIPHTHERIA TOXIN AT ACIDIC PH
COMPND MOL_ID: 1;
COMPND 2 MOLECULE: DIPHTHERIA TOXIN;
COMPEND | | 3 CHAIN: A, B;
COMPND 4 FRAGMENT: UNP RESIDUES 26-560;
COMPND 5 EC: 2.4.2.36
SOURCE MOL_ID: 1;
SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE;
SOURCE 3 ORGANISM TAXID: 698963;
SOURCE 4 STRAIN: C7 (BETA);
SOURCE 5 ATCC: 27012/C7 (BETA)
KEYWDS DIPHTHERIA TOXIN TRANSLOCATION, MEMBRANE INSERTION, BICELLES,
KEYWDS 2 MEMBRANE CHANNELS
EXPDTA X~RAY DIFFRACTION
AUTHOR O.LEKA,F.VALLESE,M.PIRAZZINI,P.BERTO,C.MONTECUCCO,G.ZANOTTI
REVDAT 1 02-APR-14 40W6 0
JRNL AUTH O.LEKA,F.VALLESE ,M.PIRAZZINI,P.BERTO,C.MONTECUCCO,G.ZANOTTI
JRNL TITL DIPHTHERIA TOXIN CONFORMATIONAL SWITCHING AT ACIDIC PH.
JRNL REF FEBS J. 2014
JRNL REFN ISSN 1742-4658
JRNL PMID 24628974
JRNL DOI 10.1111/FEBS.12783

4.a. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: FORMAT PDB

Format PDB

ak-zaporedje

SEQRES 1 A 535 GLY ALA ASP ASP VAL VAL ASP SER SER LYS SER PHE VAL

SEQRES 2 A 535 MET GLU ASN PHE SER SER TYR HIS GLY THR LYS PRO GLY

SEQRES 3 A 535 TYR VAL ASP SER ILE GLN LYS GLY ILE GLN LYS PRO LYS

SEQRES 4 A 535 SER GLY THR GLN GLY ASN TYR ASP ASP ASP TRP LYS GLY

SEQRES 5 A 535 PHE TYR SER THR ASP ASN LYS TYR ASP ALA ALA GLY TYR

SEQRES 6 A 535 SER VAL ASP ASN GLU ASN PRO LEU SER GLY LYS ALA GLY

SEQRES 7 A 535 GLY VAL VAL LYS VAL THR TYR PRO GLY LEU THR LYS VAL

SEQRES 8 A 535 LEU ALA LEU LYS VAL ASP ASN ALA GLU THR ILE LYS LYS

SEQRES 9 A 535 GLU LEU GLY LEU SER LEU THR GLU PRO LEU MET GLU GLN
. atom ak veriga 3t ak “okupanca” (0 <X <1)

zap. st.\ / _/ « v ;

ATOM 1 In |lery|a] |1 -26.163 -28.379  4.729

ATOM 2| |ca |lery|al| |1 -25.108 -29.325  4.427

ATOM 3| lc llery|a| |1 -23.915 -28.612 3.830

ATOM 4| lo |lery|a| |1 -23.679 -27.445  4.143

ATOM s| In |lacala| |2 -23.167 -29.296 2.966

ATOM 6| |ca ||atala| |2 -21.946 -28.718 2.403

ATOM 7| |lc |latala| |2 -22.168 -27.326 1.802

ATOM 8l o |latala| |2 -21.273 -26.481  1.830

ATOM 9| |cB ||atala| |2 -21.362 -29.649 1.371

ATOM 10, IN |laspla| |3 -23.391 -27.065 1.347

ATOM 11] |ca ||asp|a| |3] -23.713 -25.832  0.631

koordinate atomov

tip atoma

oZoonono=zonon=




4.a. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: FORMAT PDB

Format PDB

Podatki o biolosko-ativni oligomerni obliki — matrica transoformacij BIOMT, preko
katere lahko sestavimo nativno oligomerno obliko.

REMARK 350 BIOMOLECULE: 1

REMARK 350 AUTHOR DETERMINED BIOLOGICAL UNIT: TRIMERIC
REMARK 350 SOFTWARE DETERMINED QUATERNARY STRUCTURE: TRIMERIC
REMARK 350 SOFTWARE USED: PISA

REMARK 350 TOTAL BURIED SURFACE AREA: 4000 ANGSTROM**2
REMARK 350 SURFACE AREA OF THE COMPLEX: 18930 ANGSTROM**2
REMARK 350 CHANGE IN SOLVENT FREE ENERGY: -27.0 KCAL/MOL
REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: L, H, P

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

BioloSko aktiven oligomer lahko dobimo:

* neposredno iz podatkovne baze,

* z“roéno” aplikacijo transformacijske matrike,

* s katerim od programom, ki prebere zapis v polju BIOMT.

4.b. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: PODATKOVNE BAZE

Podatki o eksperimentalno doloc¢enih strukturah bioloskih makromolekul so v bazi PDB
(Protein Data Bank) — podobno kot pri zaporedjih imamo tudi tu bazo v ZDA (RCSB PDB),
Evropi (PDBe) in na Japonskem (PDB;j).

[='=)
AN 50000
()

o=
PROTEIN DATA BANK

40000

B8PDBe .

Protein Data Bank in Europe

PDB;

20000

10000




4.b. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: PODATKOVNE BAZE

o0
Vsaka od baz ima nekoliko drugac¢en vmesnik, na slikah je prikazan §
vmesnik RCSB PDB. PROTEIN DATA BANK

==
A
[}

A

A mEmBER or The @ IPIDIB | @EMDataBank
DOTYR An Information Portal to Bi i
= PDB-101 As of Tuesday May 06, 2014 at 5 PM PDT there are 99928 Structures | PDB Statistics | 04 £) @ &

a=
PROTEIN DATA BANK

Search [SCLCULEE  Author  Macromolecule  Sequence  Ligand @

Rivanced e 100 . st rame st — enostavno iskanje

Browse Search History, Previous Results
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MyPDB Help Page structural biologists discovered that there are a finite number of ways that a
1 protein chain can fold into a stable structure. One of the goals of PSI
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4.b. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: PODATKOVNE BAZE

Napredno iskanje:
* sestavljanje kompleksnih iskanj
* lahko iS¢emo npr. po Stevilu disulfidnih vezi, st. ak-ostankov, ligandih, ...

Qt/°§ A memeer or THE @ IPIDEB  @EMDataBank
() An Information Portal to Biological Macr lecular Structures

As of Tuesday May 06, 2014 at 5 PM PDT there are 99928 Structures PDB Statistics | g (7] [~

o=
PROTEIN DATA BANK

Search Author ~ Macromolecule  Sequence Ligand @
Advanced S e.g., PDB ID, molecule name, author

Browse Search History, Previous Results

t PDB-101
N N Advanced Search Interface
Structural View of Biology

Understanding PDB Data
Molecule of the Month [ Choose a Query Type: ;] @
Educational Resources
Author Profiles

Result Count

Login to your Account
Register a New Account Add Search Criteria O

MyPDB Help Page

0 only rep at(gox identity @
M Match of the above conditions. [ Clear Al | [ submit Query |
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4.b. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: PODATKOVNE BAZE

Vsak zapis ima
unikatno stirimestno
PDB-kodo. e

Tronrud, D.E., Wen, 3., Gay, L.5, Blankenship, R.E.

grafi¢ni prikaz zaporedja in strukture,
porocilo z validacije modela (relativno novo),
povezave do orodij za analizo strukture,
povezave do drugih podatkovnih baz,

Zapis v bazo PDB vsebuje nekatere dodatne elemente, ki jih ni v sami datoteki PDB:

koda PDB

s ERERCTCINECTNTCIEACTICTIE |,

{ Chlorobaculum Tepidum

Crystal structure of the Fenna-Matthews-Olson Protein from

|# pisplay Files ~

\ 3ENT : comenaries-

Share this Page ~

DOI:10.2210/pdb3eni/pdb

‘ENTRY 3ENI SUPERSEDES 1M50 1KSA

)

Journal: (2009) Photosynth.Res. 100: 79-87

PubMed: 19437128 (7
DOI: 10.1007/511120-009-9430-6 (7'
Search Related Articles in PubMed [

PubMed Abstract:

Primary Citation

The structural basis for the difference in absorbance spectra for the FMO antenna protein from various green

The spectrum of the Olson protein--a component of the antenna system of Green Sulfur
Bacteria--is always one of two types, depending on the species of the source organism. The FMO from Prosthecochloris
aestuarii 2K has a spectrum of type... [ Read More & Search PubMed Abstracts ]

& 3D View More Images...

J | symmetry: €3 view

+ Molecular Description
Classification:  Photosynthesis
Structure Weight: 95009.49 @

Molecule: Bacteriochlorophyll a protein

Stoichiometry: Homo 3-mer - A3
Biological assembly 1 assigned by authors
and generated by PISA (software)
Downloadable viewers:

Simple Viewer Protein Workshop
Polymer: 1 Type: protein Length: 365
Chains: AC Kiosk Viewer
Organism Chlorobaculum tepidum ; h
Gene Names fmoA CT1499
UniProtKB: i Protein Feature View © | Search PDB | Q46393 (7 3 MyPDB Personal Annotations Hide
Qa6303 To save personal annotations, please login
Molec. Processing proteir to your MyPDB account.
up sites i 1 1%
SCoP domains A protein. * Deposition Summary
o sites Ty
Secstruc th_:g:r:n_u(_ﬁq_‘.nmu_d-..\_mw_hn.m Authors: Tronrud, D./, Camara
3en1A e eyt Loy L1y

3enLC

4.c. Zapis 3D strukturnih podatkov in podatkovne baze: PSI

Protein Structure Initiative (PSI)

zacetki v letu 2000

cilj: zmanjsanje stroskov in skrajSanje ¢asa do dolocitve 3D struktur

povezava raziskovalnih (strukturnih) centrov

Protein Structure Initiative

%Psw:%

visoko zmogljive (high-throughput, HT) metode, visoka stopnja avtomatizacije
strukturna genomika: dolo¢evanje strukture vseh/vecine proteinov nekega organizma

faze PSI:

* 1.faza—PSI-1(2000-2005): analiza metod visoke zmogljivosti, ocena izvedljivosti
e 2.faza—PSI-2 (2005-2010): implementacija metod iz 1. faze
* 3.faza—PSI-3 (2010—2): mreze raziskovalnih institucij, ki uporabljajo visoko

zmogljive pristope za dolocevanje struktur

PSI Nature Structural Biology
Knowledgebase: SBKB
http://sbkb.org

Cbypabia

Current Focus

Novel Proteins and Networks

)by uniprotac:

MKLTLKNLS

New NTF2-like Domains

PSl researchers are exploring the range of E2l oS
structures adopted by a versate protein fold.

SBKB Tools
Latest PS| Resuts Latest Structures See all recent structures

TIVMGSSAMAADSNEKIVIAHRGASGYLPEHTLPAKAMAYA | gample

- Explore here
Fead More

Publications.

‘Soarch through over 2000 peer-

reviewed publications by the PSI
Network

Latest News

News from the Proteln Structure.
Initiative and Nature

‘Community Nominations

-
determination by the PSI

quence Analysis: Use PS! tools




5. Vizualizacija 3D struktur makromolekul

Na voljo vec programo (ve¢inoma dostopni brezpla¢no), najpogosteje se uporabljajo:
+ PyMOL,

e VMD (Visual Molecular Dynamics),

* Chimera.

V vseh programih lahko model strukture prikazemo na razli¢ne nacine:

érte (lines)

trak (ribbon) molekulska povrsina (molecular surface)

modro: + naboj (DUSIK)
rdece: - naboj (KISIK)
belo: nepolarno

krogle (spheres)

surface color-coded according to electrostatic potential)

5. Vizualizacija 3D struktur makromolekul

Molekulska povrsina:

* van der Waalsova (vdW) povrsina — glede na vdW radij atomov,

* topilu dostopna povrsina — zgeneriramo jo tako, da preko modela strukture z vdW
povrsino “kotalimo” kroglico z radijem molekule vode.

R

7z N
: 7" Solvent
accessible surface 4 bS

- """ /
-~
‘.

Rolling over the
van der Waals surface

Solvent Sphere

SES T

SAS
van der Waals surface

SAS - solvent accessible surface
(povrsina, dostopna topilu)

SES — solvent excluded surface
(povrsina, ki ni dostopna topilu)




5. Vizualizacija 3D struktur makromolekul

Modele naredimo “privlacnejse na oko” s postopkom, imenovanim raytracing, pri
katerem simuliramo pot Zarkov, njihovo lomljenje, sence ... na razli¢nih povrsinah...

Image

Camera

View Ray Shadow Ray

Scene Object

6.a. Primerjava 3D struktur makromolekul: SUPERPOZICIJA IN PODOBNOST

* Podobnost med dvema ali ve¢imi stukturami lahko ugotovimo z njuno superpozicijo.

* Superpozicija struktur je analogna prileganju ak-zaporedij.

* Superpozicijo imenujemo tudi strukturno prileganje (structural alignment).

* Lahko upostevamo vse atome (pri zelo podobnih strukturah) ali le npr. atome glavne
verige (pri manj podobnih strukturah).

* Prileganje lahko vodimo s prileganjem ak-zaporedij.

Razliko opisemo kot vrednost RMSD:

RMSD(v,w) =

1 n
= s — w2
\ n i=1

1 n
= \ HZ((U“ — Wiz)? + (Viy — Wiy)? + (vi: — wi2)?)
i=1

root-mean-square deviation
(koren povprecne vrednosti kvadratov razlik)




6.b. Primerjava 3D struktur makromolekul: ZVITJE IN KLASIFIKACIJA STRUKTUR

Polipeptidne verige s podobnim ak-zaporedjem zavzamejo podobno 3D strukturo —
znacilno zvitje (fold), ki ga opiSemo z zaporedjem in relativno orientacijo elementov
sekundarne strukture.

nivoji CAT(H)

Dve osnovni klasifikaciji:

* SCOP - Structural Classification of
Proteins (nekoliko zastarela in
neosvezena; nova verzija SCOP2)

* CATH - opis nivojev strukture:

* CLASS - razred (alfa, beta, mesano
alfa/beta, ali pa z malo sekundarne
strukture)

* ARCHITECTURE - arhitektura
(celotna oblika glede na orientacijo :
elementov sekundarne strukture) TIM barrel Sandv;ich Roll

* TOPOLOGY - topologija (druZina
zvitja)

* HOMOLOGY - homologna
superdruzina (zdruZuje proteinske
domene)

N N Y,
flavodoxin B-lactamase
(4fxn) (1mblA1)




