Domaci uloha z 30.10.2020

1. Stahnéte si z proteinové databaze https://www.rcsb.org/pdb/home/sitemap.do
souradnice krystalové struktury 4u2t.pdb

Uvedend webova adresa shodou okolnosti nyni ohlasuje, Ze od 31.12.2020 nebude fungovat.
Dosud je v ni vSak vyhledavaci okénko "Enter search term" funkéni, a zadanim kodu "4u2t"
se dostanete na stranky této struktury s moznosti stahnout soubor souradnic kliknutim na
"Download files". V budoucnu bude lepsi se na databazi napojovat adresou
https://www.rcsb.org

Ta vas privede na domovskou stranku bez jakékoliv hlasky. Chapu, Ze nékteré z vas hlaska
"Page not found" vydésila.

2. Nactéte si souradnice do programu VMD a pouzijte modul Extensions-Analysis-Hydrogen
bonds k vypisu seznamu « hbonds.details » vodikovych mustk( mezi kofaktorem FAD a
enzymem. Tento seznam obsahuje pouze Udaje o aminokyselindch a o tom, zda je
aminokyselina donorem ¢i akceptorem. Identifikujte zi¢astnéné atomy jako v minulém
cviceni a udejte délku vodikové vazby. Navic u kazdé zmérte Uhel D-H---A.

a) Po nacteni struktury 4u2t.pdb do programu VMD jdéte v hlavnim menu do Extensions-
Analysis-Hydrogen bonds a vyplnte zadavaci okno "Hydrogen Bonds", jako je ukdzano v
nasledujicim snimku mé obrazovky vlevo nahore. Kofaktor FAD specifikujete jako "resname
FAD", a enzym napf. uddnim poradovych ¢isel aminokyselin. Ta ziskate, kdyz otevrete soubor
4u2t.pdb néjakym textovym editorem (napf. Textedit nebo Blocknotes, jde také Word) a
najedete na seznam souradnic, ty zabiraji nejvétsi ¢ast souboru. V souboru 4u2t.pdb zacinaji
(po pocatecnich informacich o celé strukture) takto:

ATOM 1 N GLYA 9 24.802 1.746 48.561 1.00 26.63 N
ANISOU 1 N GLYA 9 3911 3280 2928 211 1031 434 N
ATOM 2 CA GLYA 9 25.932 0.896 49.040 1.00 23.95 C
ANISOU 2 CA GLYA 9 3293 3076 2729 449 957 494 C
ATOM 3 C GLYA 9 26.973 0.567 47.980 1.00 20.09 C
ANISOU 3 C GLYA 9 2727 2814 2092 360 562 662 C
ATOM 4 0O GLYA 9 26.978 1.139 46.887 1.00 20.29 0]
ANISOU 4 O GLYA 9 2341 2969 2399 346 453 786 O
ATOM 5 H GLYA 9 24.087 1.236 48.420 1.00 31.96 H
ATOM 6 HA2GLYA 9 26.381 1.350 49.770 1.00 28.73 H
ATOM 7 HASGLYA 9 25.576 0.060 49.379 1.0028.73 H
ATOM 8 N TYRA 10 27.829 -0.391 48.319 1.0017.83 N
ANISOU 8 N TYRA 10 2504 2602 1670 107 190 402 N
ATOM 9 CA TYRA 10 28.971 -0.793 47.505 1.00 14.84 C

z Cehoi je vidét, Ze atom €. 1 patfi aminokyseliné GLY A 9 (A oznacuje monomer, v Zargonu
VMD "chain", ktery je v této strukture jen jeden). Aminokyseliny 1 aZ 8 se ocCividné
nepodafrilo pfi feSeni struktury zobrazit s dostate¢nou presnosti, takze v seznamu jejich
souradnice chybi.



Souradnice pokracuji az k posledni aminokyseling, jejiz soufadnice se podafilo zjistit, totiz
Threoninu €. 507. Poté nasleduje iont siranu SO4? (residue number 601), ktery slouzi k
vyrovnani naboje a stabilizaci krystalové mfrizky, kofaktor FAD s Cislem 602, a poté vidime
velky pocet krystalovych molekul vody, HOH701 az HOH1083 (soutfadnice mame jen pro
atomy kysliku). Protein se tedy skladd z aminokyselin 9 az 507, takZe jej mUZeme zadat jako
"resid 9 to 507".

Obejit hledani pofadovych Cisel aminokyselin Ize tak, Ze misto "resid 9 to 507" napiSete
prosté "protein". Nahlédnout do souboru souradnic ale neni na Skodu, to vam napf. ukaze,
kolik molekul vody bylo mozné v krystalu identifikovat.

Jak uz jsem vas upozornioval, "Donor-Acceptor distance" je u vodikové vazby D-H---A
vzdalenost mezi D a A, nikoliv mezi H a A. "Angle cutoff" udava maximalni tolerovanou
odchylku Uhlu D-H---A od 180°.

Kliknutim na "Find hydrogen bonds!" dole v tabulce spustite program, ktery vam v adresafi,
ktery jste zadali, vytvorfi soubor "hbonds-details.dat" (tabulka uprostfed nahore). V naSem
pripadé program nasel 13 H-mustk{.
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Found 13 hbonds.

Log file? donor acceptor occupancy atomFAD am.acid atom dist D-H-—-A angle
MET122-Main 100.00% N3-HN3---MET122:0
Write output 1o files? - GLU4D-Side 100.00% 02B-H02A---GLU40: 0E1 I~
VAL250-Main 100.00% N6A-H61A---VAL250:0
Frame/bond data? hbonds.dat - FAD602-Side 100.00% 04---MET122H-N
FAD602-Side 100.00% N5---GLY120:H-N
Detailed hbond data?  hbonds-details.dat -Hai FAD602-Side 100.00%  02---PHE4B7:H-N .
FAD602-Side 100.00%  02'---ASN119:HD22-ND2 2.
FAD602-Side 100.00%  02P---GLY475:H-N
Status -Main FAD602-Side 100.00%  01P---GLY21:H-N
FAD602-Side 100.00%  01A---GLY11S:H-N
Done. \ -Main FADG02-Side 100.00%  03B---GLYL11:H-N

V krystalovieh Strukturach son afew

Jeiith pravibpodobnou polohi. Tyte programy nejsou vidy spolehllvé Vidine, ze i v
dababazi pdb nutno poéitat s chybami!

ARG110-Side FAD602-Side 100.00%  028-—-ARGIL0: WLI-NHL 2,83 171.51
VAL250-Main FAD602-Side 100.00%  N1A---VAL250:H-N 24 150.3

Find hydrogen bonds!
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Nyni je tfeba si zobrazit aminokyseliny, o kterych z tabulky hbonds-details vite, Ze tvofi s FAD
vodikové mustky, tedy Met122, Glu40, Val250, Gly120, Phe487, Asn119, Gly475, Gly21,
Gly115, Gly110 a Arg110, nejlépe v malych skupinkach spolu s FAD. A zméfit odstupy mezi
atomem vodiku a jeho akceptorem (kliknutim na Cislovku 2 na klavesnici nebo zaddanim
Mouse-Label-Bonds, a kliknutim na atomy H a A), a ihel D-H---A (kliknutim na ¢islovku 3 na
kldvesnici nebo zaddnim Mouse-Label-Angles, a kliknutim na atomy D,H,A). Moje stahnuta
verze VMD mi obcas toto méreni odstupt a uhll zablokuje (délky nebo Uhly se prosté
neobjevuji) a musim jit zpét na hlavni menu a nékdy to i vicekrat zopakovat. Domnival jsem
se, Ze to je jen zadrhel na mé, starsi, verzi VMD, ale z nékterych vasich zoufalych komentar
jsem pochopil, Ze na tento problém jste narazili také. Lituji tedy, Ze jsem vas na tento



"zadrhel" neupozornil. Nékdy je prosté nutné restartovat VMD. Tak to bohuzel s
informatikou ¢asto chodi.

Vysledky méreni vodikovych vazeb a thld jsem vepsal do tabulky, v nahofe zobrazeném
"Screen-shotu" vpravo dole.

Alternativni metodu hledani H-mustkd jsme si vyzkouseli minule pomoci Graphics-
Representations a zadanim "Selected Atoms" jako "within 3 of resname FAD". Zde ale
dostaneme kontakty FAD nejen s aminokyselinami, ale i napt. s molekulami vody. Navic u
vSech kontaktl musime rozhodnout sami, zda se jedna o vodikovy mustek. Program
Extensions-Analysis-Hydrogen bonds toto udélal za nas, ovsem, jak jsme jiz vidéli, tento
program neni stoprocentné spolehlivy.

3. Prostudujte nasledujici kontakty:
- Tyrosin TYR446- metylova skupina na atomu uhliku C7M kofaktoru FAD
- Atom siry metioninu MET41- adenin kofaktoru FAD

Obrazky dole ukazuji, Ze tyto pary atomovych skupin jsou vazany Londonovymi silami,
podobné jako jsme to vidéli v prezentaci z 30.10.2020 na diapozitivu 10 mezi metylovou
skupinou izoleucinu ILE269 a Sesti¢lennym kruhem adeninu kofaktoru NAD*. Metylova
skupina uhliku C7M kofaktoru FAD je umisténa pfiimo nad aromatickym kruhem tyrosinu
TYR446. Podobné Atom siry metioninu MET41 leZi pfimo nad péticlennym kruhem adeninu
kofaktoru FAD.

Struktura 4u2t. Detail interakce tyrosinu TYR446 s metylovou skupinou kofaktoru FAD



Struktura 4u2t. Detail interakce atomu siry metioninu MET41 a adeninem kofaktoru FAD

Komentar k distancni vyuce

Myslim, Ze je zfejmé, Ze distancéni vyuka klade zvySené naroky jak na studenty, tak na
vyucujici. Jako vyuéujici mohu fici, Ze pfiprava komentované prezentace vyzaduje
nékolikanasobek ¢asu v porovnani s klasickou prednaskou. Jak jste, myslim, vSichni zjistili,
obzvlasté u praktickych cviceni je pfimy kontakt jen obtizné nahraditelny. Tim spiSe plati, ze
studenti by se neméli ostychat a kldst otazky. Rada z vas se ocividné snaZila se s programem
VMD samostatné vyporadat a "neotravovat" mé s dotazy. Rad bych tedy znovu pfipomnél,
Ze odpovidat na vase otazky je pfirozena uloha vyuéujiciho, a Ze ¢im dfive se zeptate, tim
[épe. TuSim, Ze jste si nyni vSichni ovéfili, Ze ne vSechno si vyklikate na pocitaci sami, a ze
¢teni manuall a pouzivani rliznych vyhleddvacu je ¢asto mnohem zdlouhavéjsi nez dotaz
polozeny nékomu, kdo se s danym problémem jiz setkal.

Po technické strance: Problémy, které jste méli s pouzivanim vizualiza¢niho programu VMD,
byly, myslim, vSechny fesitelné pomoci telefonu i skypu, programu, ktery maji skoro vsichni
instalovany. Néktefi znate program Zoom. Ten umoznuje pfenos jednoho jediného okna
pocitace, zatimco u VMD neustale pfechazime mezi nékolika okny. Mame li oteviené stejné
programy pred sebou, neni podle mého problém, abych vas po telefonu vedl, Ze v oknu
"Main" mate jit na hlavni listu nahore, zakliknout tfeba "Mouse", v podokné zakliknout to a
to a udélat to a to, atd. Pfenaset celou obrazovku umoznuje program Teams. Ovsem v praxi
jsem zazil s timto programem spoustu zadrhell. Navic: vy byste si méli béhem rozhovoru
zkusit, e co vam radim, na VASEM pocitaci skuteéné funguje. Chcete-li si pomoci programu
Teams "okoukat", co vam ukazuji, a hned si to zkusit, potfebujete dva pocitace nebo alespon
dva monitory, na jednom si prendsite moji obrazovku a divate se, co délam, a na druhém si
to zkousite sami. Vylepseni oproti tomu, kdyZz vam po telefonu &i skypu radim, co mate délat
na svém vlastnim pocitaci, je podle mého tak malé (sledovat soucasné dva monitory neni



vUbec snadné, zatimco poslouchat ve sluchatkdch navod ucitele a provadét operace na svém
pocitaci Ize snadno zvladnout!), Ze komplikaci s organizaci konference na Teams v Zzadném
pripadé nevyvazi.

Toto je moje vlastni zkusenost, samoziejmé si budu vazit vSech vasich komentara!

JK



