
Navodilo za delo 

1. Poišči zapis za človeški protein BRCA1 
- Zapiši UniProt ID za ta protein: P38398 
- Zapiši dolžino proteina: 1863 ak 
- Kaj je naloga tega proteina? Je E3 ubikvitinska ligaza, ki specifično sodeluje pri 
tvorbi Lys-6 označene poliubikvitinske verige in igra ključno vlogo pri popravljanju 
DNA. 

 
- Katere vrste mutacij najdemo pri raku dojk? Točkovne mutacije: zamenjave in 
delecije. 

 
 

2. Za analiziranje mutacij si želimo izolirati protein BRCA1.  
- Iz katerega dela celice bi morali izolirati protein BRCA1 za njegovo analizo? Iz 
jedra ali citoplazme. 



 
- Zapiši PDB ID za BRCA1 strukturo, ki je bila določena z NMR analizo: 1JM7 
- Koliko meren je ta protein? Dimeren 

 
 
- Protein smo izolirali tako, da smo celice spirali s PBS, nato dodali litični pufer RIPA 
z dodatkom proteaznih inhibitorjev. Po inkubaciji na ledu in centrifugiranju smo 
shranili supernatant. Za učinkovito izolacijo smo izvedli afinitetno kromatografijo. 
Čistost izoliranega proteina želimo potrditi z SDS-page, pri kateri velikosti 
pričakujemo liso na gelu? 26.25kDa 



 
 
 

3. Za aktivnost BRCA1 proteina sta ključni dve domeni, in sicer BRCT ter RING. 
- kje na proteinu se nahaja BRCT domena? Na C koncu proteina. 
- Kje na proteinu se nahaja RING domena? Kateri ion je ključen za aktivnost te 
domene? Na N koncu proteina. Zn2+. 

 



 
 
 

4. Analiziranje mutacij. 
- Za vsako izmed omenjenih domen izberi po eno patogeno mutacijo. Opiši, kaj se 
pri tej mutaciji zgodi in dodaj DOI enega izmed preiskovalnih (research) člankov na 
PubMedu, ki omenja to mutacijo.  
Na RING domeni sva izbrali mutacijo na 61 mestu, kjer se cistein zamenja z 
glicinom. Prvi članek na PubMedu ima doi: 10.1002/humu.9174. 

 

Na BRCT domeni sva izbrali mutacijo na 1699 mestu, kjer se arginin zamenja s 
triptofanom. Prvi članek na PubMedu ima doi: 10.1016/j.ejca.2003.09.016 

 
 
 

https://doi.org/10.1002/humu.9174
https://doi.org/10.1016/j.ejca.2003.09.016


- Želimo preveriti, kako dobro je ohranjena BRCT1 domena med sesalci. Zapiši 
imena organizmov, ki vsebujejo homolog te domene. (za database uporabi 
swisssprot)  
 
Pongo pygmaeus, Pan troglodytes, Gorilla gorilla gorilla , Macaca mulatta, Canis 
lupus familiaris, Bos taurus in Mus musculus. 

 
 
 
- Ali je pri vseh teh organizmih ohranjena mutacija na mestu 1699? Ja, ta mutacija 
se pojavi pri vseh.  

 
V blastp sva vnesli zaporedje domene BRCT in na mestu 1699 zamenjali R za W 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9600
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9544&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=10090&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


5. Poravnava  
- Želimo si ogledati ohranjenost celotenga proteina pri miših. Naredi poravnavo 
celotnega zapisa za človeški in mišji protein BRCA1 ter zapiši procent podobnosti 
med njima.  
69.7% 

 
V programu EMBOSS Needle sva vnesli celotno zaporedje človeškega in mišjega 
zaporedja za BRCA1, ki sva ju našli na Uni-Protu. 
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