Inzynieria biatek terapeutycznych

Choroby rzadkie:

Choroby rzadkie to bardzo rzadko wystepujgce schorzenia uwarunkowane najczesciej genetycznie, o
przewlektym i czesto ciezkim przebiegu, w okoto potowie ujawniajg sie w wieku dzieciecym. Ze
wzgledu na rzadkosé wystepowania, trudnosci w rozpoznawaniu i brak swiadomosci spotecznej,
wiedza o tych chorobach byta dotychczas niewielka.

Choroby rzadkie klasyfikujemy na:
e rzadkie choroby krwi i szpiku

e choroby spichrzeniowe (np. mukopolisacharydozy, glikoproteinozy, zaburzenia transportu
lizosomalnego)

e zespoty wad wrodzonych
e choroby o podtozy neurologicznym
Choroby lizosomalne spichrzeniowe

Lizosomalne choroby spichrzeniowe to grupa kilkudziesieciu choréb uwarunkowanych genetycznie, u
podtoza ktérych lezy defekt enzymatyczny (gtéwnie hydrolaz, rzadziej peptydaz). W wyniku zaburzen
aktywnosci réznych enzymoéw dochodzi do odktadania/akumulacji/gromadzenia niechcianych
substancji wewnatrz organelli komérkowych, gtéwnie w lizosomach. Prowadzi to do okreslonych
zmian histochemicznych, strukturalnych i czynnosciowych w organizmie wskutek powiekszenia
komérek i w konsekwencji catych narzagddéw. Pierwszg opisang chorobg lizosomalng byta choroba
Pompego. w Polsce czestos$¢ chordb lizosomalnych spichrzeniowych szacuje sie na 1/23 tys. zywych
urodzen. Dziedziczenie tych chordb jest najczesciej autosomalne recesywne, jedynie choroba
Fabry’ego, Huntera i Danona dziedzicza sie w sposéb dominujacy sprzezony z pfcig.

Klasyfikacja:

Mukopolisacharydozy (MPS)

Glikoproteinozy

Sfingolipidozy

Inne lipidozy

Glikogenozy spichrzeniowe

Mnogie niedobory enzymatyczne
Zaburzenia transportu lizosomalnego
Inne choroby lizosomalne

Podstawg leczenia chordb lizosomalnych spichrzeniowych jest enzymatyczna terapia zastepcza
odwracajaca niedomoge danego enzymu. Wykonuje sie réwniez przeszczepienie szpiku kostnego, np.
w MPS i leukodystrofii metachromatycznej. Metody nieenzymatyczne obejmujg lecznicze
zmniejszenie produkcji substratu, np. w niedoborach gluko- czy galaktozydaz. W wielu przypadkach
pozostaje jedynie leczenie objawowe, a rokowanie jest wybitnie niekorzystne.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Mukopolisacharydoza

Przyktadowe leki:
e imigluceraza, eliglustat - stosowane w leczeniu choroby Gauchera typu 1
e agalsidaza alfa oraz beta- stosowana w leczeniu choroby Fabry'ego

e idursulfaza - stosowana w leczeniu zespotu Huntera

Sphingomyelin phosphodiesterase

Nazwa, to fosfodiesterazy sfingomieliny, badz kwasna sfingomielinaza. Jej funkcja to przeksztatcanie
sfingomieline w ceramid. Znajduje sie ona w lizosomie.

Lizosomalne zaburzenie spichrzeniowe o wczesnym poczatku spowodowane brakiem hydrolizy
sfingomieliny do ceramidu. Powoduje to akumulacje sfingomieliny i innych metabolicznie
powigzanych lipidow w siateczkowo-srédbtonku i innych typach komérek w catym organizmie, co
prowadzi do smierci komaérki.

PTM/Przetwarzanie

Wykazujgce cechy sygnatu, taricucha, glikozylacji, wigzania dwusiarczkowego, zmodyfikowanej
pozostatosci.

Ekspresja: ENSG00000166311Wyrazany w komérkach trzustki typu B i 187 innych typach komérek
lub tkankach.

Interakcja: Podjednostce monomeru. Wspétdziata z SORT1; interakcja jest wymagana do
ukierunkowania SMPD1 na lizosomy.

P17405-1 - Ta izoforma zostata wybrana jako sekwencja kanoniczna:

MPRYGASLRQSCPRSGREQGQODGTAGAPGLLWMGLVLALALALALALALSDSRVLWAPAEAHPLSPQGHPARLHR
IVPRLRDVFGWGNLTCPICKGLFTAINLGLKKEPNVARVGSVAIKLCNLLKIAPPAVCQSIVHLFEDDMVEVWRRSVLS
PSEACGLLLGSTCGHWDIFSSWNISLPTVPKPPPKPPSPPAPGAPVSRILFLTDLHWDHDYLEGTDPDCADPLCCRR
GSGLPPASRPGAGYWGEYSKCDLPLRTLESLLSGLGPAGPFDMVYWTGDIPAHDVWHQTRQDQLRALTTVTALVR
KFLGPVPVYPAVGNHESTPVNSFPPPFIEGNHSSRWLYEAMAKAWEPWLPAEALRTLRIGGFYALSPYPGLRLISLN
MNFCSRENFWLLINSTDPAGQLOQWLVGELQAAEDRGDKVHIIGHIPPGHCLKSWSWNYYRIVARYENTLAAQFFG
HTHVDEFEVFYDEETLSRPLAVAFLAPSATTYIGLNPGYRVYQIDGNYSGSSHVVLDHETYILNLTQANIPGAIPHWQL
LYRARETYGLPNTLPTAWHNLVYRMRGDMOQLFQTFWFLYHKGHPPSEPCGTPCRLATLCAQLSARADSPALCRHL
MPDGSLPEAQSLWPRPLFC

Podobne biatka: P17405-1, P17405-2, P17405-3, and P17405-4



1 - Struktura fosfodisterazy sfingomieliny

Bazy danych

Bazy Danych Sekwencji DNA oraz Petnych Genomoéw: GenBank, Ensembl
Bazy Danych Sekwencji RNA: RNAcentral, miRBase

Bazy Danych Sekwencji Biatek: UniProt, Protein Data Bank (PDB)

Bazy Danych Struktur Biatek: RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB), PDBe (Protein Data Bank in
Europe)

Choroba Niemmana Picka

Choroba Niemanna-Picka to grupa dziedzicznych chordb lizosomalnych spichrzeniowych, ktére dzielg
sie na trzy gtdwne typy: A, B i C. Kazdy z tych typodw ma rdzne objawy, przyczyny i sposoby leczenia.

TypAiB
Objawy

e Typ A: Wczesne objawy w niemowlectwie (zwykle przed 6 miesigcem zycia). Powiekszenie
watroby i sledziony. Opdznienie rozwoju, utrata umiejetnosci ruchowych, trudnosci z
jedzeniem i oddychaniem.

¢ Typ B: Objawy moga pojawic sie w dziecinstwie lub wczesnej dorostosci. Powiekszenie
watroby i sledziony. Czeste infekcje ptucne. Matoptytkowos¢.

Typ C

¢ Objawy: Objawy mogg pojawi¢ sie w dziecifstwie, ale takze w pdZzniejszym
wieku.Powiekszenie watroby i Sledziony. Ataksja, problemy z koordynacjg, dysfagia,
postepujaca demencja. Zaburzenia ruchu gatek ocznych. Zaburzenia psychiczne: depresja,
trudnosci z nauka, zaburzenia zachowania.



Sposoby leczenia

e Leczenie objawowe, takie jak przetaczanie krwi, leczenie infekcji i wspomaganie funkcji
oddechowe;j.

* terapia genowa, zastepcza terapia enzymatyczna

e Miglustat (Zavesca): stosowany do spowolnienia postepu objawdw neurologicznych u
niektdrych pacjentéw z typem C.Leczenie objawowe: wspomaganie oddechu, terapia mowy i
fizykoterapia

Podtozem jest mutacja w genie kodujgcym biatko Fosfodiesterazy sfingomieliny u cztowieka Biatkiem
badanym podczas zajec jest: P17405 - ASM_HUMAN

Mutacje wybranych miejsc w sekwencji

Aby wybra¢ biatka spokrewnione do wybranego biatka, wytypowano 10 aminokwasdéw w ktoérych
wystepujg mutacje dla danego biatka, mutacje te powodujg chorobe Niemmana Picka.
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Z pomoca BLAST wytypowano 29 sekwencji odpowiadajgcych strukturalnie analizowanemu
organizmowi, w celu dalszej analizy podobienstwa budowy funkcjonalnej oraz potencjalnego
wykorzystania terapeutycznego w chorobie Niemmana Picka. Biatka wybierano tak aby zgodno$¢
sekwencji miescita sie w procentach 80-30%.

Ocena kandydatow do ERT

W programie Jalview wykonano dopasowanie wybranego biatka i 29 kandydatéw, a nastepnie
oceniono kandydatéw na podstawie dopasowania ich aminokwaséw w miejscach mutacji biatka
gtdwnego. Oceniano wedtug nastepujacych kryteriow, aminokwas jak w biatku zdrowym 1,
aminokwas jak w biatku chorym 0, inny aminokwas od 0,25 do 0,75 zaleznie jak podobne sg do
zdrowego aminokwasu.
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Wybaor 5 najlepszych kandydatow

Sposrdod 29 kandydatéw wytypowano 5 (najlepszego, najgorszego i trzech o wysrodkowanym
dopasowaniu). Kierowano sie réwniez przynaleznosci w drzewku PCA.

miejsce kandydat
1k17
2 ké
3k13
4 k15
5 k22

Sekwencja Fosfodiesterazy sfingomieliny bydta domowego (Bos
taurus)

Kandydat o numerze 17 posiada najlepsze dopasowanie. We wszystkich miejscach mutacji
aminokwasy zgadzajg sie ze zdrowymi. Uniprot QOVD19 - ASM_BOVIN

>sp|QOVD19|ASM_BOVIN Sphingomyelin phosphodiesterase 0S=Bos taurus 0X=9913 GN=SMPD1
PE=2 SV=1 MPRHGVSPGQGLPRSGREQASDRSLGAPCLRLLWLGLALALALPNSPVLWSPAEARPLPT
QGHPAKFIRIAPQLQEAFGWWNLTCPTCKGLFTAIDFGLRNQASVAWVGSVAIKLCVLLK
IAPPAVCQSAVQLFEDDMVEVWTRSVLSPSEACGLLLGSSCGHWDIFSSWNISLPAVPKP
PPQPPKPPAPGSPVSRVLFLTDLHWDHDYLEGTDPNCENPLCCRRDSGPPPASQPGAGYW
GEYSKCDLPLRTLESLLSGLGPAGPFDMVYWTGDIPAHNIWQQSRQDQLRALTTITALVK
KFLGPVPVYPAVGNHESTPVNGFPPPFIKGNQSSHWLYEAMAEAWEPWLPAEALRTLRIG
GFYALSPRPGLRLISLNMNFCSRENFWLLINSTDPAGQLQWLVGELQAAEDRGDKVHIIG
HIPPGHCLKSWSWNYYRIVERYENTLAGQFFGHTHVDEFEVFYDEETLSRPLSVAFLAPS
ATTYIGLNPGYRVYQIDGNYSGSSHVVLDHETYIMNLTEANEPGATPHWYLLYRARETYG
LPNALPTAWHDLVYRMRKDTQLFQTFWFLYHKGHPPSEPCGTPCRLATLCAQLSARSDSP
ALCRHLVPDASLPDVQSLWSMPLLC



Sekwencja Fosfodiesterazy sfingomieliny gibona czarnego (Hyloblates
leucogenys)

Kandydat o numerze 6 jest jednym z trzech o srednim dopasowaniu. W duzej czesci miejsc mutacji
aminokwasy zgadzajg sie ze zdrowymi.

Uniprot G1S6I12 - G1S612_NOMLE

>tr|G1S612|G1S612_NOMLE Sphingomyelin phosphodiesterase 0S=Nomascus leucogenys OX=61853
GN=SMPD1 PE=3 SV=1
MPLYGASPRQSCPRSGPEQGQDRTSGAPRLLRMGLVLALALALSDSRVLWAPAEAHPLSP
QGHPARLHRIVPRLRDVFGWGNLTCPVCKGLFTAINLGLKKEPNVARVGSMAIKLCNLLK
IAPPAVCQSIVQLFEDDMVEVWRRSVLSPSEACGLLLGSTCGHWDIFSSWNISLPTVPKP
PPKPPSPPAPGAPVSRVLFLTDLHWDHDYLEGMDPDCAHPLCCLPDSGLPPMSRPAGYWS
EYTKCDQPLRTLESLLSGLGPAGPFDMVYWTGDIPAHDVWHQTRQDQLRALTTVTALVRK
FLGPVPVYPAVGNHESTPVNSFPPPFIEGNHSSRWLYEAMAKAWEPWLPAEALRTLRIGG
FYALSPYPGLRLISLNMNFCSRENFWLLINSTDPAGQLQWLVGELQAAEDRGDKVHIIGH
IPPGHCLKSWSWNYYRIVARYENTLAAQFFGHTHVDEFEVFYDEETLSRPLAVAFLAPSA
TTYIGLNPGYRVYQIDGNYSGSSHVVLDHETYILNLTQANIPGAIPHWQLLYRARETYGL
PNTLPTTWHNLVYRMRGDMQLFQTFWFLYHKGHPPSEPCGTPCRLATLCAQLSARADSPA
LCRHLMPDGSLPEAQSLWPRPLFC

Sekwencja Fosfodiesterazy sfingomieliny nicienia (Caenorhabditis
elegans)

Kandydat o numerze 13 jest jednym z trzech o $rednim dopasowaniu. W czesci miejsc mutacji
aminokwasy zgadzajg sie ze zdrowymi.

Uniprot Q10916 - ASM1_CAEEL

>sp|Q10916|ASM1_CAEEL Sphingomyelin phosphodiesterase 1 OS=Caenorhabditis elegans OX=6239
GN=asm-1 PE=1 SV=2 MRIYLISTVLLIYTNATVLRTKESIQNKVTYDKYGFQPLCISCTGLISVASFFLKFDVS
EPVILEFATIVCKLFAKQPWAVCDGISSQFRDEFFYVFRRLANESPSQICGIILPDCADP
TDPSESGWMVALPPKPKRTRISKKKVQKKPNMSMSQNLNVLQLTDLHVDFEYKYPSEANC
DDPVCCRVSVSEPKKAAGYWGSVGKCDIPFWTVENMLSHINKTHMIDMVIMTGDYINHVD
WEYSIEEHLSVLRKLHRLVQNTFPSTPIYWALGNHEGVPVNSFAPHSVDERFWPTWLYKE
FQTMSGPWLSEGAKDSLLKRGSYSTQVMDGLKLITLNTGFCEVTNFFLYLNQSDPDSSMS
WFVKELFESEKKGEQVYVLAHIPPGDSECLEGWAFNYYRVIQRFSSTIAAQFFGHDHLDY
FTVFYEDMHNVSSKPISVGYASPSVTTFEYQNPAYRIYEIDPYNKFKIVDFTTYYADLEK
ATEDKKPVWEKLYSARQAHGMDDLSPLSWNKVIQKLFTSEKKREKFYQYAFRNFSPQCDS
TCQMQLMCNLRMGHHNSTLYCPTF

Sekwencja Fosfodiesterazy sfingomieliny szczura brgzowego (Rattus
norvegicus)

Kandydat o numerze 15 jest jednym z trzech o srednim dopasowaniu. W czesci miejsc mutacji
aminokwasy zgadzajg sie ze zdrowymi.



Uniprot Q64127 - ASM3A_RAT

>sp| Q64127 | ASM3A_RAT Cyclic GMP-AMP phosphodiesterase SMPDL3A OS=Rattus norvegicus
0X=10116 GN=SmpdI3a PE=2 SV=1
MALPGNFLCCLLVAWLCDPGLGVPLAPAYGAPAVGQFWHVTDLHLDPTYHITDDHTKVCA
SSKGANVSNPGPFGDVLCDSPYQLILSAFDFIKNSGQEASFMIWTGDSPPHVPVRELSTG
SVIEVITNMTVTVQNLFPNLQVFPALGNHDYWPQDQLPIATSKVYSAVSDLWKPWLDEEA
ISTLRKGGFYSQKVASNPDLRIISLNTNLYYGPNIMTLNKTDPANQFEWLENTLNSSLRN
KEKVYVIAHVPVGYLPYATKTPAMRQYYNEKLVDIFRRYSSVIAGQFYGHTHRDSLMVLS
DKNGNPINSVFVAPAVTPVKGVLEKETNNPGVRLFQYKPGDYTLLDMLQYYLNLTEANLK
GESNWTLEYTLTQAYGVADLQPKSLHGLAQQLATIDSKQFLKYYHYFFVSYDSSAPCDQR
CKTLQICAIMNLDLVSYEDCLKRHL

Sekwencja Fosfodiesterazy sfingomieliny grzyba (Neurospora crassa)

Kandydat o numerze 22 posiada najgorsze dopasowanie. W wiekszos$ci miejsc mutacji aminokwasy
nie zgadzaja sie ze zdrowymi. Uniprot Q9P3S1 - PPN1_NEUCR

>sp|Q9P3S1|PPN1_NEUCR Endopolyphosphatase OS=Neurospora crassa (strain ATCC 24698 / 74-
OR23-1A / CBS 708.71 / DSM 1257 / FGSC 987) OX=367110 GN=epp-1 PE=3 SV=3
MSLSRCILGLACLWHGVIASPLGAVPSNIPIATDLQTAAETVAQPIANSARKLHGKFLHI
TDLHPDQFYKPHSSTDEADACHRGKGPAGVYGAEVSDCDSPFALINATFDWIAANVKDDI
DFVIWTGDTARHDSDEGVPRNADQVLGTNRWIADKMAELFSDSTGRHLEIPIVPTLGNND
ILPHNILLPGPNSWLQHYTHIWRRFVPEAQRHSFQFGGWFYVEVIPNRLAIFSLNTLYFF
DRNAGTDGCASPSEPGYKQMEWLRIQLHIMRERGMKAILMGHVPPARTDSKKLWDENCWQ
KYSLWLRQYRDVVVSGVFGHMNIDHFFIHDERDINVGQLAGLADNSIDIREAMDDELSVT
GAADYLRELRONWAKLQPPPTDSKNSGQLKKGKKGRKGKKKKPDVWGERYSLSLVSPSIV
PNYYPALRIVEYNISGLEDTPVWRDAAKDAMSIELEQNDRQKHLDLKRQHPSHMEDDDEI
DAQKKKGKKHKGGDSKPKKPDFLIPHPPAKSSPPGPAYSPQPLTLTGYTQYFANLTHINN
ITTEASSALLDHDEEEETWVDWLLRWRKGRHGNRKPIHPKPDPREFQFEVEYSTFNDKLY
KLRDLTVKNYVELAYRISKQPKKGKAKSIDVSYESAAEEEEEEEEEEEEDLFEEVEETDE
EEEQEDDDLSDGEEVDDDSDEDELETETFKKHDKKKHKKKKGKKRQNKVWMHFLTHAFVS TVEKEDLKKFT

Analiza strukturalna

Na podstawie otrzymanych sekwencji aminokwasowych dokonano przewidywania struktur
drugorzedowych oraz stopnia dopasowania biatek z uzyciem programu JPred.

Biatko referencyjne:

sekwencja nicienia:

sekwencja szczura brazowego:

sekwencja grzyba:




Analiza struktur wykazuje, ze biatka pochodzace od Bos taurus, Hyloblates leucogenys i
Caenorhabditis elegans charakteryzujg sie znacznym podobienstwem. Potwierdza to takze 100%
zgodnosé w lokalizacji aminokwaséw w miejscach aktywnych oraz w domenach funkcjonalnych tych
biatek. Wéréd badanych organizmow, najwieksze réznice w dopasowaniu zaobserwowano u
gatunkow niespokrewnionych, takich jak Szczur brgzowy (Rattus norvegicus) i Grzyb (Neurospora
crassa). Obie te grupy wykazujg bardzo niskie dopasowanie strukturalne.

Modelowanie przestrzenne

Modelowanie struktur 3D dokonano przy pomocy portalu SWISS-MODEL. Generowano modele na
podstawie ktérych wykonano analizy podobienistwa struktur naktadajgc je wzajemnie przestrzennie
na siebie.

Poréwaninie biatka referyncyjnego z biatkiem bydta domowego (Bos
taurus)

Biatko to wykazuje duze podobienstwo, rézni sie matg iloscig elementéw.

Poréwaninie biatka referencyjnego z biatkiem gibona czarnego
(Hyloblates leucogenys)

Biatko to wykazuje bardzo duze podobienstwo.




Poréwaninie biatka referyncyjnego z biatkiem nicienia (Caenorhabditis
elegans)

Biatko to jest Srednio podobne, rézni sie wieloma elementami.

Poréwaninie biatka referyncyjnego z biatkiem szczura brgzowego
(Rattus norvegicus)

Biatko to jest bardzo mato podobne.

Porédwaninie biatka referyncyjnego z biatkiem grzyba (Neurospora
crassa)

Biatko to wykazuje niemal zerowe podobienstwo.



Podsumowanie

Najlepszymi kandydatami do Enzymatycznej Terapii Zastepczej, na podstawie przeprowadzonych
analiz, okazaty sie biatka bydta domowego i gibona czarnego, ktére wykazaty najwieksze
podobienstwo struktur drugorzedowych i trzeciorzedowych oraz najlepsze dopasowanie w
odniesieniu do miejsc mutacji aminokwasow. Z kolei najgorszym kandydatem byto biatko grzyba,
ktére uzyskato najgorsze dopasowanie strukturalne oraz najmniejsze dopasowanie aminokwaséw w
miejscach mutacji biatka referencyjnego.
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