RESITVE

Egiptovski sadni netopir (Rousettus aegyptiacus), je svoje ime dobil po znagilni prehrani s sadjem in je
vrsta netopirjey, ki jo zelo pogosto najdemo v Aziji in Afriki.

1. Koliko ¢lankov vsebuje v naslovu ime organizma?
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2. Koliko izmed teh ¢lankov je na temo klini¢nih poskusov?
- Takoj ko pod filtri ozna¢imo 'Clinical Trial' nam odpre ¢lanek. Odgovor je ena.

Hemoglobin tega netopirja ima alfa in beta verigo. Znanstveniki so naredili poravnavo s ¢loveSkim
hemoglobinom. Primerjava je pokazala razliko v 14 aminokislinskih ostankih v alfa verigi in 19 v beta
verigi. Glede na filogenetsko razdalijo teh dveh organizmov, je razlika zelo majhna.

3. Poisci beta-podenoto hemoglobina netopirja.
- ZapiSi Uniprot ID: P02058
- Koliko ak ostankov tega proteina je modificiranih? : 7

+ Modified residue 1 N-acetylvaline By Similarity

+ Chain PRO_0000053094 1-146 Hemoglobin subunit beta

+ Modified residue 12 Phosphothreonine By Similarity
+ Modified residue 44 Phosphoserine By Similarity

+ Modified residue 59 Né6-acetyllysine By Similarity

+ Modified residue 82 Né6-acetyllysine By Similarity

+ Modified residue 93 S-nitrosocysteine By Similarity
+ Modified residue 144 Né6-acetyllysine By Similarity

4. Katera poravnava netopirjeve in ¢loveSke beta-podenote hemoglobina nam da vedji odstotek
identi¢nih aminokislinskih ostankov? Pojasni.
- Naredimo lokalno in globalno poravnavo z orodjem emboss. Vidimo, da je odstotek
identi¢nosti visji pri lokalni. Razlog je vtem, da je ¢loveSka podenota za eno aminokislino
daljSa, zato orodje pri lokalni poravnavi to aminokislino izpusti.



Poravnhava Needle — globalna Poravnava Water - lokalna

i# Length: 147 # Length: 146
# Identity: 127/147 (86.4%) # Identity: 127/146 (87.0%)
# Similarity:  135/147 (91.8%) # Similarity:  135/146 (92.5%)
{# Gaps: 1/147 ( 0.7%) # Gaps: 0/146 ( 0.0%)
{# Score: 670.0 # Score: 670.0

5. Kateri drug organizem ima protein, ki je po dolZini enak netopirjevemu hemoglobinu inima
najvisji odstotek identi¢nosti?
- Pteropus vampyrus (Large flying fox)
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hemoglobin subunit beta [Rousettus aegyptiacus] Rousetftus aegy... 297 297 100% 2e-101 100.00% 147 XP_015991494.1

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: Full=Beta-globin; AltName: Full=Hemoglobin beta chain [... Rousettus aeqy... 297 297 100% 3e-101 100.00% 146 P02058.1

TPA: globin A2 [Pteropus vampyrus] Pteropus vampy... 294 294 100% 3e-99 097.26% 193 SAI822791
hemoglobin subunit beta-like [Pteropus alecto] Pteropus alecto 291 291 100% 8e-99 0O726% 147 XP_0069157612
hemoglobin subunit beta [Pteropus alecto] Pteropus alecto 289 289 100% 5e-98 9658% 147 XP_0089157601

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: Full=Beta-globin; AltName: Full=Hemoglobin beta chain [... Pteropus vampy... 289 289 100% 5e-98 0658% 146 DOVX08.1
————————— —

hemoglobin beta-like protein, partial [Apibacter sp. B3889] Apibactersp. B3... 290 290 100% 5e-98 9521% 162 WP_221411036.1
hypothetical protein [Apibacter sp. B3889] Apibacter sp. B3... 288 288 100% 1e-97 9521% 147 MX042620.1
hemoglobin subunit beta [Pteropus vampyrus] Pteropus vampy... 287 287 100% 3e-97 05.89% 147 XP_023380644.1

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: Full=Beta-globin; AltName: Full=Hemoglobin beta chain [... Pteropus polioc. 286 286 100% 4e-97 08589% 146 P143921

Hemoglobin subunit beta [Pteropus alecto] Pteropus alecto 290 556 100% 3e-95 0658% 363 ELK094171

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta; AltName: Full=Beta-globin; AltName: Full=Hemoglobin beta chain [... Macroderma gigas 281 281 100% 8e-95 03.15% 146 P24660.1

CECECN< NN NN NN ]

hemoglobin subunit beta [Mustela erminea] Mustela erminea 279 279 100% 5e-94 9247% 147 XP_0322133131

Kaj je funkcija hemoglobina?

Hemoglobin se nahaja v rdecih krvnickah. Njegova naloga je, da po krvi prenasa kisik od plju¢ do
ostalih delov telesa.

6. Kateri aminokislinski ostanek znotraj beta podenote netopirjevega hemoglobina moramo
spremeniti, da protein izgubi svojo funkcijo?
- Histidin na 63 in histidin na 92.

- Binding site 63 Fe (UniProtKE
Sequence: H

= Binding site 92 Fe (UniProtKE

Sequence: H


https://www.uniprot.org/taxonomy/132908

S pomodjo AlphaFolda najdi predvideno strukturo in te aminokislinske ostanke oznaci z drugo barvo.
Prilepi sliko.

- Mol*: odpremo protein, oznac¢imo ak ostanka v ak zaporedju na vrhu, izberemo ikono s
¢opi¢em in pobarvamo.
- Chimera: v komandni vrstici lahko oznadimo izbran ak ostanek z ukazom 'select : 63/92". Ko

gaizberemo ga obarvamo pod zavihkom 'Actions' in nato pod istim zavihkom izberemo
'show', da se pokazeta stranski verigi na ak ostankih.

Kaksen je naboj aminoskislinskih ostankov netopirjevega hemoglobina v krvi?

- Pozitiven; pH krvi je okoli 7,3 - 7,4; izoelektricna toCka proteina je 8,56(ProtParam), torej je
kri za protein kislo okolje.

Number of amino acids: 146

Molecular weight: 15955.37
Theoretical pI: 8.56

KolikSen je ekstinkcijski koeficient za ta protein?

- Cisteini so reducirani - to vidi§ v UniProtu (oz. vidi§, da ni disulfidnih mosti¢kov, torej niso
oksidirani), torej je 15470.



Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M7 cml, at 280 nm measured in water.
Ext. coefficient 15595

Abs ©.1% (=1 g/l1) ©.977, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coefficient 1547@
Abs ©.1% (=1 g/l1) ©.979, assuming all Cys residues are reduced

Netopirji so pogosto prenasSalci razlicnih bolezni. Egiptovski sadni netopirji so naravni
gostitelji Marburg virusa, ki napada fagociti¢ne in epitelne celice. Simptomi okuzbe so hemoragi¢na
mrzlica in odpoved jeter, okuzbe mozganov in tezave s koagulacijo krvi.

7. Poiséi celotno kodirajo¢e zaporedje protein VP-35 iz tega virusa.
V GenBanku poiSs¢emo zapis za genom marburg virusa. Marburg virus strain
M/S.Africa/Johannesburg/1975/0zolin, complete sequence
- Zakoliko aminoskislinskih ostankov kodira ta gen? : 329
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2964, .35853

/gene="VP35"

o5 2964..3953

/gene="VP35"

J/note="putative minor component of RNA-dependent RNA-

polymerase™

Jcodon_start=1

J/product="VP35 protein"

/protein_id="AAQ55256.1"
Jtranslation="MWDSSYMQQVSEGLMTGKVPIDQVFGANPLEKLYKRRKPKGTVG
LQCSPCLMSKATSTDDIIWDQLIVKKTLADLLIPINRQISDIQSTLSEVTTRVHEIER
QLHEITPVLKMGRTLEAISKGMSEMLAKYDHLVISTGRTTAPAAAFDAYLNEHGVPPP
QPAIFKDLGVAQQACSKGTMVKNATTDAADKMSKVLELSEETFSKPNLSAKDLALLLF
THLPGNNTPFHILAQVLSKIAYKSGKSGAFLDAFHQILSEGENAQAALTRLSRTFDAF
LGVVPPVIRVKNFQTVPRPCQKSLRAVPPNPTIDKGWVCVYSSEQGETRALKT"™

- Skatero metodo so pridobili strukturo tega proteina? : X-ray diffraction

- Kateri ekspresijski sistem so uporabili? : E. Coli, sev BL-21(DE3)

- Iz koliko razli¢nih podenot je sestavljen protein? : iz 1. Gre za HOMO-tetra-mer, torejje iz 4
enakih podenot.
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Crystal structure of Marburg virus VP35 RNA binding domain bound to 12-bp dsRNA

PDB DOI: https://doi.org/10.2210/pdb4GHA/pdb NAKB: 4GHA

Classification: VIRAL PROTEIN,RNA BINDING PROTEIN/RNA
Organism(s): Marburg virus - Musoke, Kenya, 1980
Expression System: Escherichia coli

Mutation(s): Yes @
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