Seminow priBiokemijski informatiki
Dokument z resitvami nalog

S$1-02
DOKUMENT Z RESITVAMI NALOG

1. NALOGA — UGANKA
a) Za reSitev preprosto uporabimo orodje Blastp, v katerega prilepimo dano
aminokislinsko zaporedje in iS¢emo po Non-redundant protein sequences (nr). Kot

rezultat iskanja dobimo tako tabelo:

Descrpn Sttt | oo v Cove v | it [Lan | Acossson

- v - - - -

cytochrome b [Okapia johnstoni] Okapia johnstoni 762 762 100% 0.0 100.00% 379 YP 007626458
cytochrome b [Okapia johnstoni] Qkapia johnstoni 758 758 100% 0.0 99.47% 379 ABV29382.1
cytochrome b [Muntiacus vuquangensis] Muntiacus vugu 728 728 100% 00 95.25% 380 YP_005296078.1
cytochrome b [Moschus berezovskii Moschus berez... 705 705 100% 00 9367% 379 AUL75724.1
cytochrome b [Moschus berezovskii bijiangensis] Moschus berez... 704 704 100% 0.0  9340% 379 AAB94606.1
cytochrome b [Muntiacus sp. LOM2] Muntiacus sp. L... 703 703 100% 0.0 94.20% 379 AQT00085.1
RecName: Full=Cytochrome b; AltName: Full=Complex Ill subunit 3; AltName: Full=Complex Ill subunit ... Moschus leuco... 703 703 100% 0.0 94.20% 379 047584.1
cytochrome b [Muntiacus atherodes] Muntiacus athe... 703 703 100% 0.0 84.72% 379 ARH02767.1
RecName: Full=Cytochrome b; AltName: Full=Complex Il subunit 3; AltName: Full=Complex Ill subunit ... Moschus fuscus 702 702 100% 00  93.93% 379 0483001
cytechrome b [Moschus berezovskii] Moschus berez... 702 702 100% 0.0 93.14% 379 XXL74818.1
cytochrome b [Muntiacus sp. JAV10] Muntiacus sp. J... 702 702 100% 0.0 94.20% 379 AQT00435.1
cytochrome b [Dama dama Dama dama 701 701 100% 0.0 93.93% 379 YP_007626068.1
cytochrome b [Muntiacus sp. THAT] Muntiacus sp. T... 701 701 100% 0.0  9393% 379 098571
cytochrome b [Moschus leucogaster] Moschus leuco... 701 701 100% 0.0 983.67% 379 YP_009647206.1

Iz nje je jasno vidno 100 % ujemanje in prav tako identi¢nost, E-vrednost je neskon¢no
majhna, kar pomeni, da lahko z zagotovostjo trdimo, da gre za protein citokrom b iz
vrste Okapia johnstoni.

b) Resitev za to bomo poiskali v Uniprot-u
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q6YLN1/entry ). V razdelku Names & Taxonomy
najdemo podatek, da je protein kodiran v mitohondrijskem genomu (kar seveda glede
na njegovo nalogo in mesto nahajanja v celici niti ni tako presenetljivo — oboje lahko
najdemo v Uniprot-u pod razdelkoma Function in Subcellular location).

Odgovor na vprasanje torej ni pritrdilen.
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c) 42,8kDa je navidezna molekulska masa tega proteina. To lahko najdemo pod razdelkom
Sequence.

S1-02 1


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q6YLN1/entry

Seminaw pri Biokemijski informatiki
Dokwment g resitvamio nalog

Function Entry Feature viewer Publications External links History
Names & Taxonomy
Sequence'
Subcellular Location
Sequence | Complete

status'

PTM/Processing i See also sequence in UniParc or sequence clusters in UniRef

Tools + & Download & Add Highlight + Copy sequence

Interaction Length 379 Last updated 2004-07-05 v1

Mass (Da) 42,812 MD5 Checksum' 48FOD3F466141024045034B4BCO761AA
Structure

10 20 30 40 50 60 70 80 90

MINIRKTHPL MKIVNNAFID LPAPSNISSW WNFGSLLGIC LILQILTGLF LAMHYTSDTM TAFSSVTHIC RDVNYGWIIR YMHANGASMF
Family & Domains
| 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Sequence FICLFIHVGR GLYYGSYTFL ETWNIGVILL FTVMATAFVG YVLPWGQMSF WGATVITNLL SAIPYIGTNL VEWIWGGFSV DKATLTRFFA
Similar Proteins 190 200 210 220 230 240 250 260 270

FHFILPFIIT ALAMTHLLFL HETGSNNPTG IPSDMDKIPF HPYYTIKDIL GMLLLILILM LLVLFMPDLL GODPDNYTPAN PLSTPPHIKP

Homologs

280 290 300 310 320 330 340 350 360
EWYFLFAYAI LRSIPNKLGG VLALALSILV LTLMPLLHTS KQRSMMFRPL SQCLFWILVA DLLTLTWIGG QPVEHPFITI GQLASIMYFS

370
LILVLMPAAS MIENNLLKW

d) Glede na podatke iz spleta, okapiji Zivijo v zelo omejenem obmocju v Demokraticni
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republiki Kongo. So primer endemita za to obmocje, kar pomeni, da jih najdemo samo
tam in nikjer drugje na svetu (v Sloveniji je primer take endemicne vrste za ozko
obmocje Bele krajine npr. Proteus anguinus parkelj).

Povezava do spletne enciklopedije Britannica:
https://www.britannica.com/animal/okapi

Navkljub podobnemu imenu imata proteina drugacno funkcijo in si med seboj nista
tako sorodna (homologna), kot bi lahko na prvo Zogo zmotno mislili iz podobnosti v
imenu. O funkciji si preberemo v razdelku Function v zbirki Uniprot. Povezavi do obeh:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00156/entry##fsequences (B) in
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P99999/entry#tsequences (C).

Ze tukaj dvomimo o smiselnosti globalne poravnave, dodaten dvom pa se pojavi pri
razliki v dolZini aminokislinskega zaporedja (B: 380 AKO; C: 105 AKO). Zato je smiselna
kvecjemu priprava lokalne poravnave. Dobimo sledece podatke:

4 Aligned_sequences: 2
# 1: ¢ b

#+# 21 c_c

# Matrix: EBLOSUM62

4 Gap_penalty: 10.0

i Extend_penalty: 0.5

# Length: 10

# Identity: 6/10 (60.0%)
4 Similarity: 7/10 (70.0%)
# Gaps: 0/10 ( 0.0%)

i Score: 26.0

#

c b 195 LHLLFLHETG 204
(I

c_c 33 LHGLFGRKTG 42

Poizvedbividimo, da je poravnanih zgolj 10 aminokislinskih ostankov (res kratka regija),
z identi¢nostjo 6 AKO, Se eden pa je podoben. Vrednost poravnave je nizka, kar skupaj
nakazuje na to, da sta proteina evolucijsko po sorodnosti precej oddaljena. Sam rezultat
na neko podobno domeno v proteinih ne nakazuje, do ujemanja bi lahko prislo tudi
nakljuéno. To vse skupaj potrjuje, da proteina med sabo nista evolucijsko bliznje
sorodna.


https://www.britannica.com/animal/okapi
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00156/entry#sequences
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P99999/entry#sequences
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2. NALOGA
a) Priprava poravnave v N-ESPript pokaZe, da smo pridobili vzorce dveh razli¢nih oseb, in

sicer sta vzorca 1 in 3 od mrtvega poglavarja, vzorec 2 pa tako pripada domnevnemu
storilcu. To sklepamo iz primerjave aminokislinskih ostankov, ki vidimo da se razlikuje
samo pri vzorcu 2, IN SICER Z ZAGOTOVOSTJO NA 7. KODONU. Iz tega sklepamo, da je
z raziskavo smiselno nadaljevati.

Seql P%del-] Ayl TEACINCCNGAGGAGARGTCHY Cledy TEY s T[e{sd T EHTGEGGEEAAGG TEA AW
Seq2 LR} ANSITRIACRICCIIGIGGAGAAGTCYY JGTRIACRIGCRICTRITGEGGHALGGE TIXARLY
EECERNAT GG AN TEACHCCINGGGAGAAGTCYY (MG TR CIGCMCTETGEGGALGGE T[HAA

a0 s0 100 110 120

70
- G T GGA TGAR GGG INGGWGAGGCCCTGGGCAGHE GTGETCTACCCTTGGACCCAG
- G T GGA TEAAGERIC GGG GAGECCCTEGECAGH GTEGETCTACCCTTGGACCCAG
G TGGA TGAA GG GIGGWGAGGCCCTEEECAGH GTGETCTACCCTTGGACCCAG

130 140 150 160 170 180

L A GGTTCT THGA[STC[MTTWGEGGA TC TG CliCCHGAFGCHGTTATGGGCAACCCTAAG
v lnceTrcT TRIGAN TcliTTHGEGeA TcTGRRAclicclllcaRlGcHlG TTATGGGCAACCCTAAG
N Bl GGT TCT TIGA/S TC[sT TIWGGGGA TC T GpssisA C)C CRGAMGCYGTTAT GGGCAACCCTARG

1s0 200 210 zz0 230 240
L G T GAAGECTCATGECARGAARAGTEGCTCGETGCCTTTAGTGATGECCTGEGCTCACCTEGGAC
L v Il G TGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGEGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGAC
L e G TGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGAC

250 260 270 ze0 290 300
Seqgl CCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTEGCACTGTGACAAGCT) *GTGGAT
Seq2 AACCTCARGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTEGTGACRAAGCT| ANIGTGGAT
- e A A CCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCT AMGTGGAT
310 3azo 330 340 iso 360

Seql CTGAGAACTTCAGGCTs GGCAACGTGT(H GUIGTGCTEGGCCCATCACTTTGGC
L v A CC TGAGAACTTCAGGCTH GGCAACGTGHTH GHGETECTEGGCCCATCACTTTGGC
L CC TGAGAACTTCAGGCT GGCAACGTGTH GEIGTGCTGGCCCATCACTTTGGC

370 3so 3so 400 1410 azo0
L AR AGAR T TCACCCCACCAGTGCAEGCMGCCTATCAGAAAGTGGTHGCTGEGTEGTEGCTAAT
L v A A AGARA T TCACCCCACCAGTGCANGCRIGCCTATCAGAAAGTGGTRGCTGGTGTR GCTAAT
L e A A AGAA T TCACCCCACCAGTGCAEGCHWGCCTATCAGAAAGTGGTEGCTGGTGTEGCTAAT)

430 440
- G CCCTEECCCACAAGTATCACTAR
L v G C CCTGECCCACAAGTATCACTAR
- B GCCCTEGEGCCCACAAGTATCACTAR

b) Za prvo zaporedje dobimo:
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Description Scientific Name Max | Total | Query L Par. | Acc.
vp pinf Score Score Cover value Ident  Len Accession
- - - -
Homo sapiens hemoglobin subunit beta (HBB), mRNA Homo sapiens 821 821 100% 0.0 100.00% 628 NM_000518.5
TPA_inf: Homo sapiens GLNA1 gene for globin A1 Homo sapiens 821 821 100% 0.0 100.00% 444 LT548096.1
Homo sapiens cDNA, FLJ92086, Homo sapiens hemoglobin, beta (HBB), mRNA Homo sapiens 821 821 100% 0.0 100.00% 494 AK3118251
PREDICTED: Pan paniscus hemoglobin subunit beta (LOC100876465), mRNA Pan paniscus 815 815 100% 00 99.77% 643 XM 0038190295
PREDICTED: Pan troglodytes hemoglobin subunit beta (HBB), mRNA Pantroglodytes 815 815 100% 0.0  99.77% 639 XM 5082425

Homo sapiens full open reading frame cDNA clone RZPDo834D0222D for gene HEB, hemoglobin, bet... Homo sapiens 815 815 100% 0.0 99.77% 444 CR536530.1

Homo sapiens hemoaglobin beta subunit variant (HBB) mRNA, complete eds Homo sapiens 815 815 100% 0.0 99.77% 579 AF181989.1
Homo sapiens hemaglobin, beta, mRNA (cDNA clone MGC: 14540 IMAGE:4292125), complete cds Homo sapiens 809 809 100% 0.0 99.55% 658 BC007075.1
Homo sapiens full apen reading frame cDNA clone RZPDo834E06330 for gene HBB, hemoglobin, bet... Homo sapiens 809 809 99% 00 99.77% 441 CR5419131
Synthetic construct Homo sapiens clone FLH028849.01X hemoglebin beta (HBB) mRNA, complete cds synthetic constr... 809 809 100% 0.0 99.55% 444 AY890157.1

o000

Za drugo zaporedje dobimo:
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Human sickle cell beta-globin mRNA, complete cds Homo sapiens 665 665 100% 0.0 100.00% 468 M25079.1
Human sickle beta-hemoglobin mRNA Homo sapiens 662 662 100% 0.0 90.89% 576 M25113.1
Human messenger RNA for beta-globin Homo sapiens 662 662 100% 00 9122% 549 V00500.1
Homo sapiens hemoglobin beta chain variant Hb S-Wake (HBB) mRNA, complete cds Homo sapiens 654 654 100% 0.0 90.09% 534 AY136510.1
Human messenger RNA for beta-globin Homo sapiens 649 649 95% 0.0 91.51% 626 V00487.1
Homo sapiens hemoglobin subunit beta (HBB), mRNA Homo sapiens 645 645 95% Te-180 91.27% 628 NM 000518.5
PREDICTED: Pan paniscus hemoglobin subunit beta (LOC100978465), mRNA Pan paniscus 645 845 05% 7e-180 91.27% 643 XM 0038190205
TPA_inf: Homo sapiens GLNA1 gene for globin A1 Homo sapiens 645 645 95% Te-180 91.27% 444 |T548096.1
™ PREDICTED: Pan froalodvtes hemoalobin subunit beta (HBB). mRNA Pan troclodvtes 645 645 95% 7e-180 9127% 639 XM 5082425

Odkrijemo, da ima poglavar normalen ¢loveski hemoglobin, medtem ko je iz vzorca 2 po
izvedbi blastn jasno, da imamo opravka z mutirano obliko HBB, kar povzroci anemijo

srpastih celic.

c)

d)

f)
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Y pomeni C ali T, N pomeni katerokoli bazo. Vzrok za ta pojav je star zapis za mutiran
hemoglobin, ki sem ga vzel iz GenBank (iz 1976, popravljen 1993).
Pod Accession razdelkom po opravljenem Blast-n na strani GenBank pois¢emo
transkript za aminokislinsko zaporedje za kodirajo¢o sekvenco normalnega HBB.

CDs 51..494 ’

/gene="HBB"

/gene_synonym="beta-globin; CD113t-C; ECYT&"
/note="beta globin chain; hemoglobin, beta; hemoglobin
beta subunit; Hb Monza protein”
/codon_start=1
/product="hemoglobin subunit beta"
/protein_id="NP_000509.1"
/db_xref="CCDS:CCDS7753.1"
/db_xref="GeneID:3043"
/db_xref="HGNC:HGNC:4827"
/db_xref="MIM:141988"
/translation="MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFE

SFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPE
NFRLLGNVLVCVLAHHFGKEF TPPVOAAYQKVVAGVANALAHKYH"

Kot osnovo je smiselno ta transkript uporabiti za obe resitvi, saj bi pri starejSem zadetku
morali ro¢no vnasati aminokisline na osnovi poravnave iz tocke a) in tabele genskega
koda. Slednjo pa potrebujemo, da ugotovimo, kaj za naso primarno strukturo HBB
pomeni mutacija 7. (6.) kodona iz GAG = GTG. Zaradi te mutacije pride do spremembe
aminokisline iz glutamata v valin. Mutacijo torej zapiSemo E7V oz. E6V (v literaturi
obi¢ajno start kodon ni vstet).

Nasli smo Se en fragment, ki pripada plazmodiju malarije, in sicer kodira zapis za 18 S
rRNA. To pomeni, da je bil domnevni napadalec okuzen z malarijo.

Descr‘ilptiun Smamilf Name Sh:t::e ;221 2:53 v:ue I:z;t Acc. ‘Lsn Accession
- - - - -
Plasmodium malariae Sierra Leone P1 gene for 185 rRNA, parlial sequence Plasmodumm... 586 586 100% 3e-162 100.00% N7 LC859598.1
Plasmodium cf. malariae type 1 small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence Plasmodiumcf... 586 586 100% 3e-162 100.00% 2152 AF487999.1
Plasmodium malariae rRNA (PmUG01_03031900), rRNA Plasmodiumm... 568 568 100% 1e-156 98.75% 2157  XR_003751927.1
Plasmodium malariae clone B13 small subunit ribosomal RNA gene, pariial sequence Plasmodiumm... 568 568 100% 1e-156 08.75% 1070 OR139045.1
Plasmodium malariae clone AB small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Plasmodiumm... 568 568 100% 1e-156 98.75% 1069  OR139043.1

V tropskih predelih sveta imajo ljudje s heterozigotno mutacijo za HBB v resnici
evolucijsko prednost pri okuzbi s plazmodijem malarije. Plazmodij vstopa v eritrocite,
kjer porablja kisik, se razmnoZuje in poveduje oksidativni stres. Ce so eritrociti
deformirani, ne veZejo kisika tako ucinkovito in jih telo prej odstrani iz krvnega obtoka
in razgradi. Tako je tudi napredovanje okuzbe upocasnjeno. PMID: npr. 34503910
(mozZnosti je ogromno — namen te tocke je prebrati in izvedeti kaj novega).



