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Przedmiotem pracy jest
choroba VWolmana zaliczana
do lizosomalnych chordb
spichrzeniowycn, ktore;
podiozem jest mutacja w genie
kodujgcym biatko lizosomalnej
kwasnegj lipazy u cztowieka
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Lizosomalne choroby
spichrzeniowe

Nlajg podioze we wrodzonych defektach metabolicznych, ktorych przyczyng jest
brak lub niewystarczajgca aktywnosc roznych enzymaowv.

Defekty te dotyczg zaburzen procesow zachodzgcych w lizosomach, w wyniku
ktorych dochodzi do odktadania sie produktow badz substratow przemian
metabolitycznych w narzgdach organizmu.

Choroby te zwykle ujawniajg sie w niedtugim czasie po urodzeniu. Bezposrednig
przyczyng odktadania sie metabolitow jest brak odpowiednich enzymoww
uczestniczacych w przemianach enzymatycznych. Ml



Choroba
VVolmana

Przyczyna:

To genetyczna choroba spichrzeniowa z grupy lipidoz, spowodowana niedoborem
esterazy cholesterolowej. Objawia sie pierwotng niedoczynnoscig kory nadnerczy,
ktorej objawy mozna zaobserwowac juz w dziecinstwie. Jest to choroba dziedziczna
autosomalnie, recesywnie.

Objawy:

To zaburzenia wielonarzgdowe m.in. duze zwapnienia w obu nadnerczach,
hepatosplenomegalia spowodowane zaburzeniami przemian cholesterolu. Ponadto
mogg wystepowac ttuszczowe stolce, matoptytkowosc¢ oraz neurodegeneracija.

Gteboki niedobdr aktywnosci lizosomalnej kwasnej lipazy prowadzi do masywnego
gromadzenia sie trojglicerydow oraz estrow cholesterolu w wiekszosci tkanek
szczegolnie w watrobie i Sledzionie i prawie zawsze prowadzi do zgonu jeszcze w

okresie niemowleoym.[3][4]

Sposob leczenia:

Dotychczas mozliwe byto tylko leczenie paliatywne np. transfuzje krwi w tagodzeniu
niedokrwistosci, wyrownywanie niedoczynnosci nadnerczy. Choroba Wolmana
zawsze prowadzi do zgonu, nie ma skutecznych metod je; leczenial”



Bioinformatyczne
pazy danych

W znalezieniu odpowiedniego leku na dang chorobe
trzeba zagtebic sie jaka jest przyczyna wystepowania
objawow. Z reguty sg to mutacje w sekwenc;ji

genomowej prowadzgce do zmian w sekwencji
aminokwasowe,.




Do wyszukania potrzebnych informadcii
mozemy skorzystac z roznych baz danych, mun.:

Sekwenciji biatek:  Struktur biatek: Sekwencji RNA: Sekwencji DNA

oraz peinych
e NCBI e PDB e GenBank

genomowyv:
e PIR e MMDB * RefSeq
e UniProt e SCOP e DDBJ - DNA Data
e RefSeq e CATH Bank of Japan
e GenPept e PubChem e EMBL Nucleotide

Sequence Database
e GenBank



Jest to baza obejmujgca informacje o sekwencjach DNA
w postaci plikow tekstowych, bedgca czescig
Infernational Nucleotide Sequence Database
Collaboration.®!

GenBank

Przykiadowe wyszukivwanie:
Taraxacum officinale chloroplast, complete genome
151,324 bp, circular DNA

>KU361241.1 Taraxacum officinale chloroplast, complete genome

CTTTGGGCGAACGACGGGAATTGAACCCGCGCATGGTGGATTCACAATCCACTGCCTTGATCCACTTGGC
TACATCCGCCCCTCTAGTATTTTCTAGTATTTCTATATTTTTCCATTAACATGAAAAAAAGAGCATAATA
TTTCTTTCTTATTTCTCTTATTTCTGAAATCAAAGTAAAGTAATAAATAAGAAAAATTATCATTTTTATC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU361241.1

Obecnie najwieksza baza
zawlierajgca informacije o
sekwencjach biatkowych oraz
dodatkowe informacje o
piclogicznej funkcji analizowanej

czgsteczki.© Przykiadowe wyszukiwanie:
Serum amyloid A-l protein, SAA

>sp | PODJI8 | SAAL HUMAN OS=Homo sapiliens 0X=9606 GN=SAAl PE=1 SV=1
MKLLTGLVEFCSLVLGVSSRSEFFSFLGEAFDGARDMWRAYSDMREANY IGSDKYFHARGNY
DAAKRGPGGVWAAEATISDARENIQRFFGHGAEDSLADQAANEWGRSGKDPNHFRPAGLPE

KY


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU361241.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU361241.1

[dentyfikacja
piatek
SpPOKrewnionycn




>M74775.1 Human lysosomal acid lipase/cholesteryl esterase mRNA, complete cds
ACTGCGACTCGAGACAGCGGCCCGGCAGGACAGCTCCAGAATGAAAATGCGGTTCTTGGGGTTGGTGGTC
TGTTTGGTTCTCTGGCCCCTGCATTCTGAGGGGTCTGGAGGGAAACTGACAGCTGTGGATCCTGAAACAA
ACATGAATGTGAGTGAAATTATCTCTTACTGGGGATTCCCTAGTGAGGAATACCTAGTTGAGACAGAAGA
TGGATATATTCTGTGCCTTAACCGAATTCCTCATGGGAGGAAGAACCATTCTGACAAAGGTCCCAAACCA
GTTGTCTTCCTGCAACATGGCTTGCTGGCAGATTCTAGTAACTGGGTCACAAACCTTGCCAACAGCAGCC

1 J
BeZpOSl"ednia pl"zyczyna TGGGCTTCATTCTTGCTGATGCTGGTTTTGACGTGTGGATGGGCAACAGCAGAGGAAATACCTGGTCTCG

GAAACATAAGACACTCTCAGTTTCTCAGGATGAATTCTGGGCTTTCAGTTATGATGAGATGGCAAAATAT

)
qur\Oby WOlmana JeSl[. GACCTACCAGCTTCCATTAACTTCATTCTGAATAAAACTGGCCAAGAACAAGTGTATTATGTGGGTCATT

1 ' ' J J ' CTCAAGGCACCACTATAGGTTTTATAGCATTTTCACAGATCCCTGAGCTGGCTAAAAGGATTAAAATGTT
SISOKI NISCOLOr aRIVIWNOSCI |  rrrrcccerocerceremeoerIceameacerIeIcTacTACCCTATGRCCAAA T TAGEACGATTACC

GATCATCTCATTAAGGACTTATTTGGAGACAAAGAATTTCTTCCCCAGAGTGCGTTTTTGAAGTGGCTGG

0 0 Dl °
llzosomalneJ kwasneJ GTACCCACGTTTGCACTCATGTCATACTGAAGGAGCTCTGTGGAAATCTCTGTTTTCTTCTGTGTGGATT

ACCAACTTGGTGTTCCATGAGAGCATTCCGGAATGGGAGCATCTTGACTTCATTTGGGGCCTGGATGCCC

(] 0

llpaZY9 Czego pr\zyozyna JeST CTTGGAGGCTTTATAATAAAATTATTAATCTAATGAGGAAATATCAGTGAAAGCTGGACTTGAGCTGTGT
: ACCACCAAGTCAATGATTATGTCATGTGAAAATGTGTTTGCTTCATTTCTGTAAAACACTTGTTTTTCTT

murtacjg genu LIPA na

TCCCAGGTCTTTTGTTTTTTTATATCCAAGAAAATGATAACTTTGAAGATGCCCAGTTCACTCTAGTTTC

Chr\OmOSOmie 10q22 (ZOO AATTAGAAACATACTAGCTATTTTTTCTTTAATTAGGGCTGGAATAGGAAGCCAGTGTCTCAACCATAGT
ATTGTCTCTTTAAGTCTTTTAAATATCACTGATGTGTAAAAAGGTCATTATATCCATTCTGTTTTTAAAA

1£\J£\) [2] TTTAAAATATATTGACTTTTTGCCCTTCATAGGACAAAGTAATATATGTGTTGGAATTTTAAAATTGTGT
: TGTCATTGGTAAATCTGTCACTGACTTAAGCGAGGTATAAAAGTACGCAGTTTTCATGTCCTTGCCTTAA
AGAGCTCTCTAGTCTAACGGTCTTGTAGTTAGAGATCTAAATGACATTTTATCATGTTTTCCTGCAGCAG
GTGCATAGTCAAATCCAGAAATATCACAGCTGTGCCAGTAATAAGGATGCTAACAATTAATTTTATCAAA
CCTAACTGTGACAGCTGTGATTTGACACGTTTTAATTGCTCAGGTTAAATGAAATAGTTTTCCGGCGTCT
TCAAAAACAAATTGCACTGATAAAACAAAAACAAAAGTATGTTTTAAATGCTTTGAAGACTGATACACTC
AACCATCTATATTCATGAGCTCTCAATTTCATGGCAGGCCATAGTTCTACTTATCTGAGAAGCAAATCCC

o o TGTGGAGACTATACCACTATTTTTTCTGAGATTAATGTACTCTTGGAGCCCGCTACTGTCGTTATTGATC
sekwencja referencyjna- ACATCTGTGTGAAGCCAAAGCCCCGTGGTTGCCCATGAGAAGTGTCCTTGTTCATTTTCACCCAAATGAA
Io I o k 4 o Io . GTGTGAACGTGATGTTTTCGGATGCAAACTCAGCTCAGGGATTCATTTTGTGTCTTAGTTTTATATGCAT
Izosoma nej wasnej IpaZY' CCTTATTTTTAATACACCTGCTTCACGTCCCTATGTTGGGAAGTCCATATTTGTCTGCTTTTCTTGCAGC

ATCATTTCCTTACAATACTGTCCGGTGGACAAAATGACAATTGATATGTTTTTCTGATATAATTACTTTA
GCTGCACTAACAGTACAATGCTTGTTAATGGTTAATATAGGCAGGGCGAATACTACTTTGTAACTTTTAA
AGTCTTAAACTTTTCAATAAAATTGAGTGAGACTTATAGGCCC

I dentyfikator GenBank: M74775.1:


https://fizjoterapeuty.pl/fizjologia/chromosom.html

_—

/leosomalna kwasna lipaza™

(EC 3.1.1.13)

Funkcja molekularna: Katalizuje deacylacje lipidoéw rdzenia triacyloglicerylu i
estru cholesterylu endocytozowanych lipoprotein o niskiej gestosci w celu
wytworzenia wolnych kwasow ttuszczowych | cholesterolu."”

Dtugosc¢ sekwencji aminokwasowej. 399

Masa (da): 45419
Punkt izoelektryczny: 6.42

Struktury eksperymentalne:

Q5TO73 - Lipaza A, typu kwasu lizosomalnego!™
Q5T770 - Lipaza A, typu kwasu lizosomalnego !
AOAOAOMT32 - Lipaza A, typu kwasu lizosomalnego!™l




Domeny i miejsca aktywne: Domena: 80-380,
Miejsca aktywne : 174, 374

Optymalne pH: 4.5-5

zawartosc (7%) aminokwasow: obojetnych (329), kwasnych (33) oraz zasadowych (37);
zawartosc (liczba) aminokwasow: alifatycznych (329) i aromatycznych (70),
zawartosc (%) aminokwasow polarnych (48,8) i niepolarnych (51,2)

>sp | P38571|LICH HUMAN Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester
hydrolase OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=LIPA PE=1 SV=2
MKMRFLGLVVCLVLWTLHSEGSGGKLTAVDPETNMNVSEIISYWGFPSEEYLVETEDGYI
LCLNRIPHGRKNHSDKGPKPVVFLQHGLLADSSNWVTNLANSSLGFILADAGEFDVWMGNS
RGNTWSRKHKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGQEQVYYVGHSQGTTIG
Sekwencja aminokwasowa: FIAFSQIPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLIKDLFGDKEFLPQSAFL
KWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGEFNERNLNMSRVDVYTTHSPAGTSVQONMLHWSQAV
KFQKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVKDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLTQI
TNLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYQ

ldentyfikator UniProt; P38571%!



Mutacja genu LIPA na chromosomie
10922 u cztowieka (Homo Sapiens)

>sp | P38571|LICH HUMAN Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester
hydrolase OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=LIPA PE=1 SV=2
MKMRFLGLVVCLVLWTLHSEGSGGKLTAVDPETNMNVSEIISYWGFPSEEYLVETEDGY I
LCLNRIPHGRKNHSDKGPKPVVEFLOQHGLLADSSNWVITNLANSSLGEILADAGEDVIWMGNS

RGNTWSRKHKTLSVSODEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGOQEQVYYVGHSQGTTIG ~

FIAFSQIPELAKRIKMFFAPGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLIKDLEFGDKEFLPOSAFE L
KWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGENERNLNMSRVDVYTTHSPAGTSVONMLHWSQAV
KEQKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVKDMLVPTAVIWSGGHDWLADVYDVNILLTOQI
INLVFHESIPEWEHLDEFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYQ



VVVyszukiwanie bialek

SpPOKrewnionych

Z Wykorzystaniem algorytmu BLAST pozyskano 4
sekwencje biatek odpowiadajgcych strukturalnie
analizowanemu organizmowi, z pochodzenia o réznym
stopniu pokrewienstwa, w celu dalszej analizy analogii
budowy funkcjonalnej oraz potencjalnego wykorzystania
terapeutycznego w chorobie VWolmana.




Kryteria wyboru
Kandydatow do
enzymarlycznej rerapil
zastepcze]

1. Wystepowanie w organizmach analizowanych biatek.
2. Wystepowanie homologii w sekwencji aminokwasowej biatek o .

Wybrano 2 organizmy o duzym pokrewienstwie do organizmu wyjsciowego, przynalezgcych do
rodziny ssakow oraz 2 organizmy niespokrewnione, przynalezace do rodziny ptakow.
Poziom podobienstwa strukturalnego do 80%.



_—

Sekwencja lizosomalne] kwasne| lipazy
makaka diugoogoniastego (Macaca
fascicularis)

[13]

|dentyfikator UniProt : Q4R4S5

>sp|Q4R4S5|LICH MACFA Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester
hydrolase OS=Macaca fascicularis 0X=9541 GN=LIPA PE=2 SV=1
MKMRFLGLVVCLVLWTLHSEASGGKLTAVNPETNMNVSEIISYWGFPSEEYLVETEDGYI
LCLNRIPHGRKNHSDKGPKPVVFLQHGLLADSSNWVTNLANSSLGFILADAGFDVWMGNS Domena: 80-380
RGNTWSRKHKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGQOEQVYYVGHSQGTTIG .
FIAFSQIPELAKRIKMFFALAPVVSVDFCTSPMAKLGRLPDLLIKDLEFGDKEFLPQSAFL Masa (da)' 45480.18
KWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGFNERNLNMSRVDVYTTHSPAGTSVONMLHWSQAV Miejsca aktywne: 174, 374

KEFQKFOAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVKDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDINILLTQI Punkt izoelekt ryczny: 639
TNLVEFHESIPEWEHLDEFIWGLDAPWRLYNKIINLMKKYQ

Informacije:



_—

Sekwencja lizosomalne] kwasnej lipazy u
swini (Sus scrofa domesticus)

14
dentyfikator UniProt: AOAOBSRZFO M

>tr|AOAOBSRZFO|AOAOBS8RZFO PIG Lipase OS=Sus scrofa domesticus
OX=9825 GN=LIPA PE=3 SV=1

MGMWILLGLVVCLVFGPLHSEASRGKPAPVDPEINMNVSET I SHWGYPSEEHFVVTADGY T Informacie:

LLCLNRI PHGRKNHSDKGPKPVVFLOHGLLADS SNWVVNLPKNSLGFILADAGFDVIWMGNS
RGNTWSRKHKTLSISQEEYWAFSYDEMANYDLPASINFILNKTGOEQVYYVGHSQGTTIG Masa (da); A5347 .23
FIAFSRIPELAKKVKMFFALAPVVSVQFATSPLVKLGQIPDHLIKDLFGVKEFLPQSAFL Miejsca aktywne: 174, 345, 374
KWLSTHVCAHVILKELCGNIVFVLCGFNERNLNMSRVAVYTAHS PAGTSVQDMLHWSQVV
KFKKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSHPPLYNVKDMLVRTATWSGGRDWLADVQDVSVLLTQT Punkt izoelektryczny: 7.75

PNLVYHKHIHKWEHLDEIWGLDAPQOQLYDEMINLMRKYQ



_—

Sekwencja hydrolazy LICH u Gaszczaka
Krzykliwego (Atrichornis clamosus)

Informacje: Masa (da): 45347.23
Miejsca aktywne: 174, 345, 374
Punkt izoelektryczny: /.75

>NXY2672°7.1 LICH hydrolase, partial [Atrichornis clamosus]
RMRGLEVAAFLLOSIACSGAFGAGRRNVDPETNMNISEIITFRGYPSEEYEVTTEDGYILSINRIPYGRK
GHEGSKGPRPAVFLOHGLLADASNWITNLDYNSLGEMLADAGEFDVWLGNSRGNTWSRKHKHETVKQEEEFW
VEFSFDEMAKYDIPASVDFILEKTGQEQVEFYIGHSOQGTTMAFVAFSTLPOQLAKKIKMEFFALAPVATVKEAT
SPLAKLGVEFPDLLLKDMFGKKQFLPONSLLKWLATHVCTHRILDDLCGNIFFLLCGENERNLNMSRVDVY
STHCPAGTSVONMIHWSQAVRTGELKAYDWGSKAANMAHYNQSTPPFYKIKEMTVPTAAWTGGHDWLADP
KDVAMLLTQITNLVYHKNIPEWEHLDFIWGLDAPYRMYNEI INMIRKYL

|dentyfikator GenBank:
NXY26727.11°)



_—

Sekwencja lizosomalne| kwasne| lipazy
Orta przedniego (Aquila chrysaetos)

16
dentyfikator GenBank : XP 029886656.1 -

>XP 029886656.1 putative lysosomal acid lipase/cholesteryl
ester hydrolase [Aquila chrysaetos chrysaetos]
MRGLVVAAFLLOSVAGSGAFAGSGAFAGGRRNVDPETNMNISQIITFRGYPSEEYEVTTEDGY
ILSVNRIPYGRKGHEKSKGPRPAVFLOHGLLADASNWITNLDYNSLGEMLADAGYDVWLGNSR
GNTWSRKHTHFTVKQEEFWVEFSEFDEMAKYDIPASVDFILKTTGQEQVEFYIGHSQGTTMAFEFIAFE
STLPOQLAKKIKMEFFALAPVATVKFATSPLAKLGVEPDLLLKDMFGKKQFLPONSLLKWLATHV
CTHRILDDLCGNIFFLLCGENERNLNMSRVDVYSTHCPAGTSVONMIHWSQAVKTGELKAYDW
GSKAANMAHYNQSTPPEYKIKEMTVPTAVWTGGODWLADPKDVAMLLTQITNLVYHKNIPEWE
HLDEFIWGLDAPYRMYNEIINMIRKYL

Informacije:

Masa (da): 45347.23
Miejsca aktywne: 174, 345, 374
Punkt izoelektryczny: 7.75



Uzyskang kolekcje 6 sekwencji poddano analizie W&/

programie JalVViev pod kagtem wzajemnego
dopasowania sekwencyjnego.

Zaobserwowano, ze wszystkie wybrane homologii
wyKkazujg znaczne podobienstwo sturukturalne do
wyjsciowej sekwencji. Kazdy z homologow wykazuje
fragmenty sekwencji o duzej konserwatywnosci z
jedynie niewielkimi mutacjami, nie obejmujgcymi
aminokwasow miejsca aktywnego.

RN



50 |PIBET|LNCH HLUNANS1-399 TMEMBELGLYWELYVLW- - - - - - - T-L GG LTA'U'IF' LGFILA M A LPA 172
50 |FIBST|LCH_ HLUNANS1-399 TMEMBFLGLYWWELYLW- - - - - - - T-L GGELTAVDP LGF ILA M A LFPA 172
50 |QIRISE|ILICH _MACFAM-399 TMEMBFLGLWWELWVLW- - - - - - - T - |8 GGELTAWVNP LGF ILA A LFA 172
ACAOBBRIFO|ADADBBRIFO_FIG/1-399 TMEGMWLLGLWWELNVEG- - - - - - - B-E RGEPAPYVIP LGFILA MA N LPA 172
NXY26727.1/1-399 1|---RMRGLEVAAFLL|QSIACS.- - - - - - GAFGAGRRNWEP LGFMLA A I PA 172

b -MRGLUU.&AFLLQSUAGSEI&FAG.EAF.&GGRRNU B LGEFMLA MA I PA 177

peptyd sygnatowy
g ]
altywin e A1

Conservation

Quality
Consensus \ V
= F &
ILNKETGEQAEQWYYWGE
PRSI . . B
5o | A 2857 |LICH HUWANS1-299 173 <] IGF IAFSCQ I PELA MFFALGPWVASWAFC PMAKLGRLP ] LFEGD FLP AF L L W C WL LCGMLCFLLCGF A L AR I 353
5o [P ABST|UICH HUWANS1-399 173 <] IGF IAFSCQ I PELA MFFAPGPWVASWAFC FMAKLGRLP (58] LFGD FLF AFL LG WG 1,0 I LCGHMLCFLLCGF AN L AR YW 353
so | QRS S5 UCH MACFASM-3329 173 G IGF IAFS2 I PELA MFFALAPWWEWDFC PMAKLGRLPDRLLI LF&D Felss P AF L LG WG WL LEGMWMLCFLLEGGF A LABRWYR| 353
ARANEBRIFO|ADADBBRIFD PIGA-399 173 G IGF IAFSRIPELA MFFALAPWYVWEWOF A PLWHKLGQIP (L] LF&YW B P AFL LS VEAHW I L LECGMWNIWVFWVLECGF A L AR QEY 353
NXY 28727, 1/1-399 173 G MAFWVAFSTLPGLA MFFALAPVATWVIEF A PLAKLGYFPRLLL MF & K FLPRNSLL LA WG RIL LECGMNIFFLLEGF A4 L ABP KEY 353
178 1] MAF Il AFSTLPELA MFFALAPWVATWIFA PLAKLGYFPDRDLLL MF & K FLPERNSLL LA WG RIIL LCGMIFFLLCGF A LARP KEW 358
peptyd sygnatowy —a -
altywin e

Conservation

Quality
Consensus v e L] LW N =~ I | : Q | VY- ! f
= : : -~ R L - G o B SELK K A MA FoKn = T = P,
HEQGTTIGF |AFSQIPELAK+ | KMFFALAPVASY+F+TSP+AKLGRLPD+L I KDLFGDKEFLPOSAFLKWLGTHWCTHY ILKELCGN+ CFLLECGFNERNLNMERWDYW Y TTHEPAGTEVAONMLHWSOAWKF QKFOQAFDWEESEAKNYFHYNGSESYPPTYNYKDMLYPTAVWSGGHDWLADWYDY
Ococupancy
oo [P ABS T |UICH HUWANS1-399 34 NILL ESIP I'WeGLDAP L K| 389
so [P ABET|UCH HUWANS1-399 354 NI LL E S SR IWeLDhAP L | 399
so| Q4IRS SE|LICH_MACFASM-322 A4 NILL ESIP IWELDAP L S 399
HARANBBRIFO|ADACBBRIFD PIGA1-399 354 SWLL KHI I'We LRAP QELYDENMI 399
NXY2E727.1/1-399 354 AMLL KMIP IWeLDhAP I El | 399
359 AML L KNP I'WeLDAP it Ell | 404
peptyd sygnatowy - )
aktywne A

Conservation g l H ! E

Rys. |. Dopasowanie sekwencji biatka referencyjnego (lizosomalnej kwasnej lipazy ludzkiej), sekwencji z
Mmutacjg oraz jej 4 homologow. Czerwonymi prostokgtami zaznaczono miejsca aktywne enzymow, oraz
peptyd sygnatowy (poczatkowy fragment o diugosci 1S5 aminokwasow).



VVVyniki porownania dopasowania w
programie JalVView zebrano w tabeli ponizej:

Tabela 1. Porownanie dopasowania sekwencji analizowanych biatek

Sekwencja Sekwencja z Homologl Homolog2 Homolog3 Homolog 4

eferencving utaci Macaca Sus scrofa Atrichornis Aquila
Y] 19 fascicularis domesticus clamosus chrysaetos
Q174-
miejsce X X X X X X
aktywne
F274- Miejsce
X X X X X X
aktywne
F345-
miejsce - - - X X X
aktywne
Peptyd
" X X X X

sygnalowy



Na podstawie otrzymanych
sekwencji aminokwasowych
dokonano przewidywania
struktur drugorzedowych oraz
Sh"Ul—d’U]"alna stopnia dopasowania biatek z
uzyciem programu
Predictprotein

Analiza




Rys.2. Porownanie dopasowania struktur drugorzedowych homologow do struktury biatka referencyjnego.

H B H | [ B | 1 X | | Macaca fascicularis
H B H 1 BRI B [ | 1 IR i | Sus scrofa domesticus
HE B 111 [ [ 1 | B i1 Atrichornis clamosus
HE R 10QRI] C [ | 2 1 NI NIl Aquila chrysaetos

Analiza dopasowania struktur wskazuje, ze wszystkie biatka wykazuja bardzo
duze podobienstwo strukturalne. Fakt ten potwierdza rowniez 100% pokrycie sie

miejsc wystepowania aminokwasow miejsca aktywnego oraz domen
funkcjonalnych tych biatek.

Sposrod analizowanych, najwieksze odchylenia w dopasowaniu zaobserwowano
dla gatunkow niespokrewnionych tj. Orta przedniego (Aquila chrysaetos) i
Gaszczaka krzykliwego (Atrichornis clamosus).



lowanie

przestrzenne

\lodelowania struktur 3D analizowanych biatek
dokonano z uzyciem portalu SVISS-IVIODEL generujgc
modele na podstawie ktdrych nastepnie dokonano
analizy podobienstwa struktur naktadajgc je wzajemnie
przestrzennie na siebie w programie Pymol.



Rys.3. Porownanie
struktur przestrzennych
biatek referencyjnego
oraz jego homologow w
programie Pymol
poprzez wzajemne
natozenie struktur.




Rysd4. Struktura
przestrzenna biatka
referencyjnego
lizosomalnej kvwasnej
lipazy ludzkiej z
zaznaczonym ha
Cczerwono migjscem
muracii.




Podsumowanie:

Ocena wizualna wskazuje, ze wszystkie z analizowanych organizmow wykazujg bardzo duze

podobienstwo strukturalne. Analiza wynikow modelowania oraz uzyskanych wartosci RMSD

wskazuje, ze najwyzszym podobienstwem strukturalnym charakteryzujg sie organizmy

spokrewnione z organizmem wyjsciowym tj. homolog 1 (Macaca fascicularis) oraz 2 (Sus

Tabela 2. Zestawienie parametrow
porownania dla analizowanych biatek.

scrofa domesticus).

e Homolog 1 Homolog 2 HDI'!"IGI'CIEIE Homolog 4
: Macaca Sus scrofa Atrichornis :
referencyjna , , _ Aquila chrysaetos
fascicularis domesticus clamosus
Miei
R 174,374 174, 374 174, 374,374 174,374,345 174,374, 345
aktywne
Punkt
o 6,42 6,39 7,75 7,33 819
izoelektryczny
RMSD - 0,014 0,019 0,028 0,036



Ponadto, wyniki analizy wskazujg, ze wszystkie homologi posiadajg duze
prawdopodobienstwo dopasowania funkcjonalnego. Kazdy z wybranych organizmow
wykazuje konserwatywnosc w kluczowych fragmentach sekwencji aminokwasowej i tym
samym strukturze drugorzedowej. U kazdego z organizmu obserwuje sie te same pozycje
aminokwasow miejsca aktywnego Q174 oraz F3/74 oraz brak znacznych i niekorzystnych
mutacji w obrebie genu, co stanowi korzys¢ dla potencjalnego zastosowania tych
organizmow w enzymatycznej terapii zastepcze,.

Homologi 2, 3 i 4 posiadajg w obrebie miejsca aktywnego dodatkowy aminokwas w pozycji
F345, co moze wptywac na site wigzania substratu oraz wyzsza stabilizacje stanu
przejsciowego reakcji. Moze to rowniez wigzac sie z wyzszg wybidrczoscig substratowa dla
katalizowanej przez biatko reakcii.



Najwyzsze dopasowanie struktur 3D uzyskat homolog 1 (Macaca
fascicularis), 0 najwyzszym stopniu pokrewienstwa z cztowiekiem.

Biatko produkowane przez makaka dtugoogoniastego wykazuje
najbardziej zblizong wartosc punktu izoelektrycznego co biatko
referencyjne oraz jego sekwencja aminokwasowa poprzedzona jest
rowniez sekwencjg peptydu sygnatowego.

Analizujgc powyzsze argumenty, to biatko syntetyzowne przez
Macaca fascicularis wykazuje najwyzsze prawdopodobienstwo w
skutecznosci w zastosowaniu w Enzymatycznej Terapii Zastepcze).
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