RESEVANJE - Analiza hidrofobnih lastnosti

Iskanje podobnih proteinov psihrofila z BLASTp - za tri proteine psihrofilne bakterije, pois¢emo
podobne proteine v Haemophilus influenzae, ki jo nastavimo kot dodaten filter. Poleg tega
iS¢emo v nr bazi.Po iskanju z BLASTp, kopiramo aminokislinska zaporedja izhodiS¢nega proteina
in najdenega proteina mezofilne bakterije v ProtParam, ki nam izraGuna GRAVY.

PAR | Desulfotalea psychrophila GRAVY - DP Haemophilus influenzae GRAVY - HI
1. CTP synthase (Q6AQ78) -0.301 glutamine hydrolyzing CTP -0.199
synthase
2. Bifunctional protein GImU (Q6AMF9) -0.183 bifunctional UDP-N- -0.149

acetylglucosamine
diphosphorylase/glucosamine-
1-phosphate N-
acetyltransferase GlImU

3. Ribose-phosphate 0.006 ribose-phosphate 0.173
pyrophosphokinase (Q6AJL7) pyrophosphokinase

IzraCunamo povprecja (po stolpcu) - povprecni vrednosti (za izbrane primere):
GRAVYpe =-0,159 GRAVYy =-0,583
Odgovori na vprasanja:

1. Kot je razvidno iz rezultata je GRAVYpp < GRAVYy. To pomeni, daje v proteinoih
psihrofilnih bakterij ve¢ hidrofilnih aminokislinskih ostankov.

2. V proteinih termofilnih bakterij je GRAVY visji kot pri mezofilih, kar pomeni da je tam
delez hidrofobnih ostankov veg;ji.

RESEVANIJE - Strukturne razlike
V PDB je treba poiskati strukturi alfa-amilaze za oba organizma:

- geobacillus stearothermophilus ~
- Pseudoalteromonas haloplanktis ~

Oba modela odpremo v ChimeriX in ju primerjamo.

Slika 1- primarjava alfa-amilaze in


https://www.uniprot.org/taxonomy/177439
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Pseudoalteromonas%20haloplanktis

Odgovori na vprasanja:

1. Takojizstopa Stevilo koordiniranih ionov, ki jih je v encimu termofila opaznih 4 medtem
ko je v termofilu samo 1.
2. Dodatne koordinacija ionov pripomore k stabilizaciji.

Barvanje po B faktorju lahko izvedemo na razlic¢ne nacine:

- Molecule display > b-factor
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- Ukazna vrstica:
a) color bfactor
b) color bfactor palette blue:white:red ali color bfactor palette blue:white:red range
10,40

Slika 2 - na levi alfa-amilaza psihrofila na desni pa termofila

Pri psihrofilu je bistveno ve¢€ nestabilnih regij (belo-rdeci odtenki —zmeren do visok B faktor)
medtem ko je alfa-amilaza v celoti prikazana kot bolj kompaktna in stabilna (ve¢ temnomodrih
odtenkov - nizek B faktor). To pomeni, da ima protein encim termofila bistveno manj fleksibilnih
regij, kar je tudi potrebno, saj visoka temperatura lahko destabilizira molekulo.

RESEVANIJE - Izrazanje proteinov

Iskanje kateri protein kodira dani zapis — uporaba BLASTp (iskanje v nr/nt, s filtrom More
dissimilar sequences). Program najde zapis s 100 % podobnostjo, kar je izhodiSéno zaporedje.
Zdaj preko GenBank ali neposredno iz rezultata ugotovimo, za kateri protein gre in v kateri
bakteriji ga najdemo (»Thermus thermophilus isolate KNOUC114 beta-galactosidase gene,
complete cds«)


help:user/commands/color.html#byattribute
help:user/commands/color.html#byattribute
help:user/commands/color.html#byattribute

Informacije o encimu pridobimo na UniProt — napredno iskanje: organism - Thermus
thermophilus in protein name — beta galactosidase. Izberemo dobro anotiran protein ali z ID
(vidnav GenBank - 069315).
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The unreviewed UniProtKB/TrEMBL database will be reduced in size in release 2026_02 (first half of 2026).
[ Entries to ba retainad in UniProtkB:

+ Entries from reference proteomes
+ All reviewed (Swiss-Prot) eniries
+ Selected unreviewed (TIEMBL) entries with experimental or biologically important data

3 Eniries 1o be remaved: Unreviewed (TAEMBL) entries that are not part of a reference proteome

Entries removed from unraviewed UniProtKBITrEMBL wil remain accessible in the UniPars sequence archive.
Please read our help page, view affected entries and proteomes 2, or contact us with any questions,
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069315 % BGAL_THETH Beta-galactosidase]..] Thermus thermophilus 645 A4
QOGADE QOGADE_THETH Beta-galactosidase] ] Thermus thermophilus B45 AR
QOGAGE QOGADE_THETH Beta-galactosidase(..] Thermus thermophilus 64544 n
ADATRTTFT4 AODATRITFT4_THETH Beta-galactosidase TthHB5018_b20940 Thermus thermophilus. ST5 AA
ABWAD1 ABWAD1_THETH Bata-galactosidase b-gal Thermus thermophilus ST4AA
AOATRTYJTE ABATRTYJTS_THETH Beta-galactosidase TthHBS018_b20960 Thermus thermaphilus 574 AR

Odgovori na vprasanja:

- Gre za DNA encima beta galaktozidase, kot ekspresijski sistem lahko uporabimo
bakterijo Thermus thermophillus, ki jo gojimo v vro¢em okolju — specifi¢no za ta encim
najbolj ugodno pri 70 °C oz. med 65 in 80 °C (razlicne informacije v literaturi) v primeru
da upostevamo najbolj ugodno temperaturo za bakterijo.

Temperature Dependence’
Optimum temperature is 70 degrees Celsius. It retains more than 75% of activity after incubation at 85 degrees Celsius and the half-life at 90 degrees Celsius is 1 hour.
Thermostable. [ 1 Publication

- Zafunkcionalnost najbolj pomemben Zn?* (vidno v features)
- Inhibiramo ga lahko z dodatkom Cu2+ in Fe2+, poleg tega pa lahko mutiramo aktivho
mesto — E141 ali E312 v A ali pa z zniZzanjem temperature



