Resitve seminarske naloge: Evolucija skrivnostnega proteina laktacije
IDENTIFIKACIJA PROTEINA
1. ResSitev: alfa-laktalbumin
Razlaga: Podano aminokislinsko zaporedje vnesemo v orodje blastp, iS¢emo po
podatkovni bazi »Non-redundant protein sequences« (nr) (lahko tudi po

»ClusteredNR« (nr_cluster_seq)). Ce pogledamo zadetke, vsi nakazujejo da gre za
alfa-laktalbumin. (glej sliko 1).

2. Resitev : 1z ¢loveka.
Razlaga: Prve dva zadetka, ki nam jih poda blastp izvirata iz ¢loveka. To sta edina dva

zadetka, ki imata 100% pokrivanje nasega proteina in 100% identi¢nost. Ker je E
vrednost izredno majhna lahko sklepamo, da protein izhaja iz ¢loveka (glej sliko 1).
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lactalbumin alpha [Homo sapiens] Homo sapiens 225 225 100% 1e-73 100.00% 123 KAI2565395 1
alpha-lactalbumin precursor [Homo sapiens] Homo sapiens 226 226 100% 1e-73 100.00% 142 NP_0013712791
lactalbumin alpha, partial [synthetic construct] synthetic construct 226 226 100% 2e-73 100.00% 143 AAX370101
alpha-lactalbumin isoform X2 [Pan paniscus] Pan paniscus 224 224 100% 6e-73 99.08% 149 XP_057155562.1
alpha-lactalbumin isoform X1 [Pan paniscus] Pan paniscus 224 224 100% 6e-73 99.08% 142 XP_003825848.1
alpha-lactalbumin [Ponga abelii] Pongo abelii 220 220 100% 2e-71 97.25% 142 XP_002823206.3
LALBA soform 1 [Pongg abelii] Pango abelii 219 219 100% 3e-71  96.33% 123 PNJ25973 1
LALBA isoform 2 [Pongo abelii] Pongo abelii 220 220 100% 3e-71 96.33% 142 PNJ259741
alpha-lactalbumin [Nomascus leucogenys] Nomascus leucogenys 219 219 100% 4e-71 9725% 142 XP_003252260.1
hypothetical protein H8957_003414 [Semnopithecus entellus] Semnopithecus entellus 217 217 100%  3e-70  97.25% 142 KAL4691347.1

Slika 1: Prikaz rezultatov, ki jih poda blastp po vnosu podanega zaporedja in iskanja po zbirki Non-
redundant protein sequences« (nr).

3. Resitev: Gen, ki kodira za ta protein ima ime LALBA. Nahaja se na kromosomu 12.

Razlaga: V zbirki GenBank pois¢emo mRNA zapis za dani protein pri ¢loveku (vseeno
kateri transkript izberes) in pod »features«, pod »source« najdemo na katerem
kromosomu je zapisan zapis za to mRNA (glej sliko 2).

Takoj pod tem pa je pod »gene« zapisano tudi ime gena (glej sliko 2).

Alternativna pot iskanja gena: Ime gena, ki kodira ta protein lahko najdemo tudi preko
UniProta, kjer je zapisano takoj pod imenom proteina (glej sliko 3).



FEATURES Location/Qualifiers

source 1..728
Jorganism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
J/db_xref="taxon:9686"
Jchromosome="12"
/map="12g13.11"

gene 1..728
/gene="LALBA"
/gene_synonym="HAMLET; LYZG"
/note="lactalbumin alpha”
/db_xref="GeneID:3986"
J/db_xref="HGNC:HGNC : 6480"
/db_xref="MIM:145758"

Slika 2: Prikaz iskanja imena gena in kromosoma na katerem se nahaja.

P00709 - LALBA_HUMAN®

Protein® | Alpha-lactalbumin Amino acids | 142 (go to sequence)
Genei | LALBA Protein existence! | Evidence at protein level
Status® | UniProtKB reviewed (Swiss-Prot) Annotation score’ | @

Organism’ | Homo sapiens (Human)

Slika 3: Prikaz alternativnega iskanja imena gena, ki kodira za iskani protein, preko zbirke UniProt
(oznaceno z oranZno). Z zeleno je oznaceno iskanje celotne dolzine zaporedja proteina pred
posttranslacijskimi modifikacijami.

Resitev: 123 aminokislinskih ostankov.

Razlaga: Na UniProtu poiS¢emo zapis za protein (P00709), ter na zacetku strani
pogledamo koliko aminokislin ima celotni protein pred posttranslacijskimi
modifikacijami, in sicer jih ima 142 (glej sliko 3).

Pod »PTM/Processing« nato pogledamo dolZino signalnega peptida, ki ima dolZino 19
aminokislinskih ostankov (glej sliko 4). To vrednost nato odstejemo od celotne dolZine
proteina (142 — 19 = 123).

Alternativna pot: Takoj pod »PTM/Processing« pogledamo dolZino zrele verige (20-
142). Nato po izracunu 142-20+1 = 123 dobimo pravo vrednost (1 moramo pristeti
zato, ker sta prisotna tako prvi kot zadnji aminokislinski ostanek) (glej sliko4).


https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00709/entry#ptm_processing
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00709/entry#ptm_processing
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Slika 4: Prikaz iskanja posttranslacijskih modifikacij proteina. Z oranzno je oznacena dolZina signalnega

peptida, ki se odcepi preden nastane zrel protein. Z zeleno pa je oznacena alternativna pot izracuna

dolZine zrelega peptida.

Resitev: Aminokislinski ostanki bodo imeli negativni naboj.

Razlaga: Uporabimo orodje ProtParam, ki nam izra¢una izoelektri¢no tocko proteina

na podlagi vnesenega aminokislinskega zaporedja. Ta znasa 4.83, kar pomeni, da je
okolje v mleku bolj bazi¢no (glej sliko 5). Zaradi tega se bodo aminokislinski ostanki

deprotonirali in postali negativno nabiti.

ProtParam - Results

User-provided sequence:

10 20 30 40 50 )
MRFFVPLFLV GILFPAILAK QFTKCELSQL LKDIDGYGGI ALPELICTMF HTSGYDTQAI

78 80 %8 100 118 128
VENNESTEYG LFQISNKLWC KSSQVPQSRN ICDISCDKFL DDDITDDIMC AKKILDIKGI

13e 14e
DYWLAHKALC TEKLEQWLCE KL

[Documentation / Reference]

Number of amino acids: 142
Theoretical pI: 4.83
Molecular weight: 16224.9@

Slika 5: Prikaz izraCunane izoelektri¢ne tocke s programom ProtParam.



EVOLUCISIKI IZVOR PROTEINA
1. ResSitev: P61626

Razlaga: Naredimo blastp, in sicer pod »Organism« izberemo, da naj iS¢e samo
¢loveske zadetke, torej izberemo »Homo sapiens«. Takoj za vsemi zadetki alfa-
laktalbumina (kar je na$ protein) opazimo, da je naslednji zadetek lizocim C, ki je
encim prirojene imunosti, ki ga iS¢emo (glej sliko 6).

Nato v UniProt-u pois¢emo cloveski lizocim C, ki ima »accesion code« P61626.
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alpha-lactalbumin precursor [Homo sapiens] Homo sapiens 292 292 100% 2e-102 100.00% 142 NP_001371279.1
Chain A, Alpha-lactalbumin [Homo sapiens] Homo sapiens 255 255 87% 4e-88 100.00% 124 4L41_A
lactalbumin alpha [Homo sapiens] Homo sapiens 253 253 87T% 1e-87 100.00% 123 KAI2565395 1
Chain A, ALPHA-LACTALBUMIN [Homo sapiens] Homo sapiens 253 253 87% 2e-87 100.00% 123 1A4V A
Chain A, Alpha-lactalbumin [Homo sapiens] Homo sapiens 253 253 87% 2e-87 100.00% 124 3BOI_A
Chain A, Alpha-lactalbumin [Homo sapiens] Homo sapiens 251 251 86% 1e-86 100.00% 123 3B0OO_A
Chain A,_PROTEIN (ALPHA-LACTALBUMIN) [Homo sapiens] Homo sapiens 251 251 87% 2e-86 99.19% 123 1BY9O_A
Chain A, LYSOZYME C [Homo sapiens] Homo sapiens 103 103  80% 3e-28 42.02% 130 1122 A
Chain A,_LYSOZYME C [Homo sapiens] Homo sapiens 102 102 80% 1e-27 40.17% 128 1DI4_A
Chain A,_HUMAN LYSOZYME [Homo sapiens] Homo sapiens 102 102 80% 1e-27  4118% 130 2LHM_A
Chain A, LYSOZYME C [Homo sapiens] Homo sapiens 102 102 80%  2e-27 39.83% 128 1DIS_A
lysozyme C precurser [Homo sapiens] Homo sapiens 101 101 94% 3e-27 3768% 148 NP_0002301
Chain A, LYSOZYME [Homo sapiens] Homo sapiens 101 101 80%  3e-27 4034% 130 1GFR_A
Chain A,_LYSOZYME C [Homo sapiens] Homo sapiens 100 100 80%  5e-27 40.34% 130 1GDW_A
lysozyme precursor (EC 3.2 1 17) [Homo sapiens] Homo sapiens 100 100 94% 9e-27 36.96% 148 AAA36183 1
Chain A,_LYSOZYME C [Homo sapiens] Homo sapiens 100 100 80% 1e-26  40.34% 130 1120_A

Slika 6: Prikaz rezultatov, ki jih da blastp. Orodje je iskalo po zbirki »Non-redundant protein sequences« (nr), in
sicer so bili zadetki omejeni na tiste, ki pripadajo ¢loveku. Z oranZno so oznaceni zadetki lizocima C, ki sledijo
takoj za zadetki nasega proteina alfa-laktalbumina.

2. Resitev: Lizocim C deluje bakterioliticno, saj s hidrolizo beta-1,4-glikozidnih vezi v
peptidoglikanu uc¢inkovito razgrajuje bakterijsko steno in s tem povzroéa smrt bakterij.

Razlaga: V UniProtu si pod razdelkom »Function« lahko preberemo njegovo funkcijo
in na podlagi tega formuliramo odgovor.

3. Resitev: Aminokislinska ostanka v aktivnem mestu sta E in D. Ostanka nista ohranjena
v alfa-laktalbuminu, in sicer je E zamenjans T, D pa z E.



Razlaga: Pod razdelkom »Function« pod »Features« pridobimo podatke o aktivnem
mestu (glej sliko 7).

Nato naredimo poravnavo kar v UniProtu s ¢loveskim alfa-laktalbuminom in pod
»select annotation« izberemo aktivno mesto. Program oznaci aktivno mesto lizocima
C z rdeco barvo. Nato pogledamo spodaj pripisani ostanek pri alfa-laktalouminu, ki
sovpada z ostankom aktivnega mesta. Opazimo, da ostanka v aktivnem mestu nista
ohranjena (glej sliko 8).
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Slika 7: Prikaz aminokislinskih ostankov v aktivnem mestu. Do tega pogleda pridemo preko razdelka »Function«

pod »Features«.
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Slika 8: Poravnava cloveskega lizocima C (zgoraj) s ¢loveskim alfa-laktalbuminom (spodaj). Pod anotacijami je
izbran prikaz aktivnega mesta pri lizocimu C, ki je oznacen z rdeco. Z zeleno sta oznacena pripadajoca
aminokislinka ostanka pri alfa-laktalbuminu.



4. Resitev: RMSD med »pruned pairs« je 0,894A.

Razlaga: PoiS¢emo obe strukturi teh proteinov v UniProt. Za alfa-laktalbumin tako pod
razdelkom »Strukture« vidimo prvo podano eksperimentalno strukturo s PDB kodo
1A4V. Enako naredimo pri lizocimu C in dobimo njegovo PDB kodo, ki je 133I. Potem v
ChimeraX (ali Molstar) naredimo poravnavo obeh struktur (matchmaker). ChimeraX ti
nato sama izpiSe RMSD vrednost (glej sliko 9).

Log
rarameters

Chain pairing bb

Alignment algorithm | Needleman-Wunsch

Similarity matrix BLOSUM-62

SS fraction 03

Gap open (HH/SS/other) | 18/18/6

Gap extend 1
HSO
s H6-9-6
SS matrix
S 6-6
o 4
Iteration cutoff
Matchmaker ladv, chain A (#1) with 1331, chain A (#2). sequence alignment score =
RMSD between 109 pruned atom pairs is 0.894 angstroms: (across all 122 pair
1.802)
Models
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v Tadv v B
1331 v v

Slika 9: Ugotavljanje RMSD vrednosti preko poravnave PDB struktur alfa-laktalbumina (pescena) z lizocimom C
(modra). RMSD vrednost se izpiSe v Log razdelku.

5. Resitev: Med proteinoma je bolj ohranjena tridimenzionalna struktura kot
aminokislinsko zaporedje. To je smiselno, saj je med evolucijo 3D pogosto bolj
ohranjena kot samo zaporedje, ker je stabilna struktura kljuéna za pravilno delovanje
proteina.

Razlaga: Na podlagi UniProt poravnave, ki smo jo opravili pod vprasanjem 3. lahko
pod zavihkom »Percent Identity Matrix« opazimo, da je identi¢nost proteinov glede
na njuno aminokislinsko zaporedje samo 34.53% (glej sliko 10). Vrednost RMSD
(0,894A) pa nakazuje, da imata skoraj identi¢no 3D strukturo. To pomeni, da je
struktura veliko bolj ohranjena, kar je znacilno za evolucijsko povezane proteine.

Align results

Overview Trees Percent Identity Matrix Text Output Input Parameters API Request

£ Tools + .. Download (B Resubmit

Percent Identity Matrix

0 % sp|P61626|LYSC_HUMAN  LN007A | 34.53%
0 % sp|PO0709|LALBA_ HUMAN | 34.53%| sloolsecA

Slika 10: Prikaz ugotovitve identi¢nosti med aminokislinskima zaporedjema lizocima C in alfa-
laktalbumina. Rezultati temeljijo na podlagi poravnave opravljene pri tocki 3.



ANALIZA INTERAKCIJ

1. Resitev: beta-1,4-galaktoziltransferaza 1.

Razlaga: V UniProt-u pod poglavjem »iInteraction« lahko preberemo, da tvori
kompleks z beta-1,4-glaktoziltransferazo (glej sliko 11). Ker rabimo zapisati ime
specificnega ¢lana druZine, v kateri je sicer sedem galaktoziltransferaz, si pomagamo z
genom, ki je zapisan v oklepaju. Ce ta gen vnesemo v GenBank dobimo rezultate iz
katerih jasno vidimo, da gre za beta-1,4-galaktoziltransferazo 1 (glej sliko12).

Alternativna pot: V UniProt lahko napiSemo v iskalno vrstico »betal,4-
galactosyltransferase«, dobimo rezultate sedmih razli¢nih ¢lanov druzine. Nato lahko
za vsakega pod »Interaction« preverimo ali interagira z alfa-laktalouminom ali ne.
Opazimo, da razen ¢lana tipa 1, z omenjenim proteinom ne interagira noben drug
¢lan.

Interaction’
Subunit!

actose synthase (LS)|is a heterodimer of a catalytic component, beta1,4-galactosyltransferase [beta4Gal-T1) and a regulatory component, alpha-lactalbumin (LA).

Complex viewer*

Select complex

CPX-2811 Lactose synthase complex v

B4GALT1

ca\cwum(?)‘A

calcium(2+)
ComplexViewer 2.2.9

Slika 11: Prikaz zapisa interakcij alfa-laktalbumina. Z zeleno je oznacen gen na podlagi katerega lahko

ugotavljamo nadaljnje iskanje. Ime kompleksa, ki ga tvorita ta dva proteina pa je oznacen z modro.

See BAGALT1 (BETA4GALT1) beta-1,4-galactosyltransferase 1 in the Gene database Results by taxon

beta4galt1 reference sequences Genomic (1) Transcript (8) Protein (8) Top Organisms [Tree]

Homo sapiens (9)
Xenopus tropicalis (3)

Items: 16 Mus musculus (2)
Rattus norvegicus (7)
o Filters activated: mRNA_ Clear all Bos taurus (1)
(J PREDICTED: Homo sapiens|beta-1,4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1), transcript variant X3,
1. mRNA -
. Analyze these sequences

8,308 bp linear mMRNA Run BLAST

Accession: XM_054362742.1 Gl: 2462624211

BioProject Protein  Taxonomy

e Find related data &
(J PREDICTED: Homo sapiens beta-1.4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1), transcript variant X1, Database

2. mMRNA
5,163 bp linear mMRNA
Accession: XM_047423231.1 Gl: 2217376780
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Slika 12: Prikaz rezultatov, ki jih dobimo, ¢e v GenBank vnesemo ime podanega gena.
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2. Resitev: Laktozna sintaza.

Razlaga: Pod poglavjem »Interaction« je podano ime kompleksa (glej sliko 11).

3. Resitev: Laktoza.

Razlaga: Resitev lahko najdemo, ¢e si preberemo poglavje »Function« pri kateremu
koli izmed proteinoy, ki tvorita kompleks laktozne sintaze.

4. Resitev: Vezava regulatornega proteina spremeni substratno specifi¢nost
galaktoziltransferaze, tako da encim namesto N-acetilglukozamina zacne ucinkovito
vezati glukozo kot akceptorski substrat. To omogoci sintezo laktoze, glavnega sladkorja
v mleku.

Razlaga: Resitev prav tako kot prej najdemo, Ce si preberemo poglavje »Function« pri
kateremu koli izmed proteinov, ki tvorta kompleks laktozne sintaze.

5. Resitev: XM_047423231

Razlaga: V GenBank napiSemo v iskalno okence »beta-1,4-galactosyltransferase 1«,
nato pod filtri izberemo mRNA in ¢loveka kot organizem. Pois¢emo transkript X1 ter
nato »accesion code« za ta mRNA zapis (glej sliko 13).

PREDICTED: Homo sapiens beta-1,4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1),
transcript variant X1, mRNA
NCBI Reference Sequence: XM_047423231.1

FASTA  Graphics

Goto: ¥

LOCUS XM_847423231 5163 bp mRNA linear PRI ©5-AUG-2825

DEFINITION PREDICTED: Homo sapiens beta-1,4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1),
transcript variant X1, mRNA.

ACCESSION XM_847423231

VERSION XM_9847423231.1
DBLINK BioProject: PRINA16S
KEYWORDS RefSeq.

SOURCE Homo sapiens (human)

Slika 13: Prikaz izpisa podatkov za mRNA transkript X1, ki pripada beta-1,4-galaktoziltransferazi 1.
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ANALIZA INTERAKCIJ

1. in 2. ReSitev: MoZnih je vec resitev (navedeni sta dve). Ena izmed resitev je mutacija

Tyr286, saj tvori med aminokislinskimi ostanki najvec interakcij. Zamenijali bi ga lahko

npr. z Asp ali Glu, saj bi z uvedbo naboja prekinili hidrofobne interakcije s His32,
Phe31 ter Trp118. S tem bi destabilizirali strukturo komoleksa.

Se ena moznost je mutacija GIn117 v npr. levcin, saj glutamin poleg drugih interakcij

tvori tudi edini dve vodikovi vezi, ki stabilizirata interakcijo med proteinoma, ki tvorita

kompleks. Z zamenjavo z levcinom bi vodikovi vezi prekinili, kar bi verjetno vplivalo na

spremembo strukture proteina in s tem na njegovo vezavo.

Razlaga: Odpremo orodje PDBsum, kjer v orodno vrstico najprej vpiSemo podano PDB

kodo (1NHE) (glej sliko14).
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Slika 14: Zacetna stran orodja v katero zapiSemo PDB kodo.
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gremo pod zavihek »Prot-Prot«, kjer lahko najdemo podatke o interakcijah med proteini v

kompleksu (glej sliko 15).
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Slika 15: Prikaz podatkov o proteinu. V orodni vrstici izberemo zavihek »Prot-Prot«. Na tem zavihku lahko

dobimo tudi podatke o tem, katera polipeptidna veriga pripada kateremu proteinu (oznaceno z zeleno).

Nato opazimo, da so prisotne stiri polipeptidne verige (glej sliko 16). Verigi A in C pripadata
alfa-laktalbuminu, verigi B in D pa beta-1,4-glaktoziltransferazi 1. Kateremu proteinu pripada

katera veriga piSe na zavihku »Top page« (glej sliko 15). Prikazana je asimetri¢na enota

kompleksa, se pravi je prikazana tudi interakcija med dvema heterodimeroma. Ta nas ne

zanima, saj ni interakcija znotraj laktozne sintaze. Interakciji, ki pripadata proteinoma, ki

tvorita heterodimer pa sta A-B in C-D. Navodila pravijo, da se osredoto¢imo samo na

interakcijo A-B. Podatke o tej interakciji si lahko ogledamo pod »Intetface summary« na levi

strani ekrana, kjer izberemo interakcijo A-B (glej sliko 16).
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Slika 16: Prikaz asimetri¢ne enote laktozne sintaze. Z oranzno sta ozna¢ena posamezna heterodimera.



Ko kliknemo na interakcijo A-B se nam izpiSejo podatki o le te. Slikovni prikaz na spodnjem

delu strani nam prikazuje razli¢ne interakcije med aminokislinami (glej sliko 17). Za mutacijo
po navadi izberemo tiste, ki tvorijo najvec interakcij, kot sta Tyr286 ali GIn117. Mutiramo pa
jih v njima drugacni aminokislini, ki prekinejo interakcije z drugimi aminokislinskimi ostanki.
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Slika 17: Shematski prikaz interakcij med aminokislinskimi ostanki obeh polipeptidnih verig. Z oranzno sta
oznacena dva izmed moznih izborov ostankov za izvedbo mutacije.

3. Resitev: Interakcijsko povrsino med verigama A-B stabilizira 37 interakcij, med
verigama C-D pa 50 interakeij. Stevilo interakcij med podenotama ni enako, kar je
verjetno posledica nastanka kristala. Pakiranje proteinskega kompleksa v kristal lahko
povzroci, da se nekatere interakcije spremenijo. Struktura tega kompleksa je bila
namrec dolocena z XRD.



Razlaga: Stevilo interakcij med polipeptidnima verigama vidimo iz skice ali iz tabele,
potrebno jih je samo seSteti med seboj (glej sliko 18).
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interaction, as per the key above. The area of each circle is proportional to the surface area of the corresponding protein chain. The extent of the
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Slika 18: Prikaz Stevila interakcij med polipeptidnima verigama, ki jih lahko ugotovimo bodisi iz sklice (zelena)

bodisi iz diagrama (oranZna).



