Pracownia statystyczno-filogenetyczna — arkusz zadan

Czas: 90 min.
taczna liczba punktow do zdobycia: 30

Dane identyfikacyjne uczestnika

W katalogu ,,Statystyka i filogenetyka” znajdujgcym sie na pulpicie jest katalog ,odpowiedzi”. Otwérz
znajdujacy sie w nim plik ,dane_identyfikacyjne.txt” i wpisz do niego nastepujgce informacje: numer
zajmowanego komputera, imie i nazwisko, PESEL, kolor grupy oraz numer zawodnika. Pamietaj
o zapisaniu pliku po wprowadzeniu danych.

Pliki z danymi

Na pulpicie znajduje sie katalog ,Statystyka i filogenetyka”, a w nim katalog ,,sekwencje” zawierajacy
nastepujace pliki w formacie .ape lub .fasta:

o pKGOB.ape — sekwencja nukleotydowa bakteryjnego wektora ekspresyjnego, opartego
na komercyjnie dostepnym wektorze pET283;

o TGFA_mRNA.ape — sekwencja nukleotydowa mRNA genu kodujgcego transformujgcy czynnik
wzrostu o (TGF-a);

o TGFA.fasta — sekwencje aminokwasowe TGF-a dla 29 przedstawicieli czworonogéw
(Tetrapoda).

Niezaleznie od tego czy plik zawiera sekwencje nukleotydowg DNA, czy — RNA, w bioinformatyce
stosuje sie wytgcznie nastepujgce oznaczenia nukleotyddw: A, T, Ci G (jesli w RNA wystepuje uracyl,
jest on zapisywany jako T, a nie U).

Dostepne programy oraz sposob zapisu odpowiedzi

Do wykonania zadania 1. uzywaj programu ApE (ang. A plasmid Editor). Do wykonania zadania 2. bedg
konieczne takze programy ClustalX2 oraz PAUP4, a pomocny moze okaza¢ sie FigTree. Skroty
do wszystkich programoéw znajdujg sie w katalogu ,Statystyka i filogenetyka”. W przypadku, gdy
rozwigzanie zadania polega na stworzeniu nowego pliku, nazwij go w sposdb opisany w zadaniu
i umies¢ w podkatalogu ,odpowiedzi”. Rozwigzanie zadania 1.2. zapisz, dopisujgc odpowiednie
informacje do pliku ,2.txt”, ktéry znajduje sie juz w katalogu ,,odpowiedzi”. Rozwigzania dotyczgce
interpretacji drzewa filogenetycznego obliczonego w zadaniu 2. zapisz na drugiej stronie papierowego
protokotu, stuzgcego jednoczesnie do oceny przez egzaminatora rozwigzan zadan utrwalonych
w formie elektroniczne;j.

Wprowadzenie do zadania 1

Produkcja rekombinowanych biatek lezy u podstaw biotechnologii. Zanim jednak przystapi sie
do klonowania gendw i przygotowania szczepu bakteryjnego produkujgcego pozgdane biatko,
przeprowadza sie tzw. klonowanie in silico. Ma ono na celu sprawdzenie, czy w wyniku planowanych
manipulacji rzeczywiscie powstanie rekombinowany plazmid kodujgcy odpowiednio zmodyfikowane
biatko. Jedna z modyfikacji polega na wprowadzeniu charakterystycznej sekwencji aminokwasowej,



utatwiajgcej pdzniejsze oczyszczanie rekombinowanego biatka metoda chromatografii powinowactwa.
Czesto stosowany jest tzw. His-tag, sktadajacy sie z szesSciu reszt histydyny potozonych obok siebie.
W komercyjnie dostepnych wektorach ekspresyjnych sekwencja kodujgca His-tag jest zlokalizowana
blisko miejsca utatwiajgcego klonowanie, tzw. polilinkera, w obrebie ktérego znajduje sie wiele miejsc
rozpoznawanych przez czesto stosowane enzymy restrykcyjne. Sekwencji kodujacej His-tag zwykle
towarzyszy kraétki fragment DNA kodujgcy aminokwasy ze stosunkowo matymi grupami bocznymi jak
np. glicyna, alanina czy seryna. Takie sekwencje aminokwasowe stuzg jako taczniki — oddzielajg His-tag
od gtéownej czesci biatka.

W pierwszej czeSci pracowni statystyczno-filogenetycznej przeprowadzisz klonowanie in silico otwartej
ramki odczytu kodujacej TGF-a o dtugosci 160 reszt aminokwasowych i masie czgsteczkowej 17 kDa
do wektora ekspresyjnego pKGOB. Aby byto mozliwe wygodne oczyszczenie tego biatka metoda
chromatografii powinowactwa, rekombinowany TGF-a powinien mie¢ His-tag jedynie na korcu N.
Klonowanie in silico jest podzielone na 5 etapdw:

1. zaprojektowanie starterow, ktére umozliwig amplifikacje otwartej ramki odczytu TGF-a;

2. wybdr enzymow restrykcyjnych, ktére pozwalajg na trawienie DNA w jednym buforze i sg
wiasciwe do uzycia z otwartg ramka odczytu TGF-q;

3. dodanie do starteréw zaprojektowanych w pkt. 1. dodatkowych reszt nukleotydowych
zawierajgcych m.in. sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne wybrane w pkt. 2.;

4. przygotowanie sekwencji nukleotydowej rekombinowanego wektora zawierajgcego
sekwencje nukleotydowa kodujacg TGF-q;

5. przeprowadzenie translacji in silico w celu uzyskania sekwencji aminokwasowej
rekombinowanego TGF-a.

Zadanie 1.1. (4 pkt)

Zaprojektuj pare starteréw, ktdra pozwoli zamplifikowac otwartg ramke odczytu kodujgcg TGF-a.
Niezmodyfikowane startery zaprojektowane w tym kroku muszg spetnia¢ nastepujgce kryteria:

e dtugosé: 18-25 reszt nukleotydowych,

e temperatura topnienia: 50-60 °C,

e roznica temperatury topnienia obu starteréw: <5 °C,
e nukleotyd na koricu 3": C (cytozyna) lub G (guanina).

Obliczajac temperature topnienia projektowanych starteréw, skorzystaj ze wskazan programu ApE.
Zaprojektowane startery nazwij ,1L.ape” (tzw. lewy starter) i ,1P.ape” (tzw. prawy starter), a nastepnie
zapisz w katalogu ,,odpowiedzi”. Upewnij sie, czy sekwencja obu starteréw jest podana od kornca 5’ do
konca 3’.

Zadanie 1.2. (4 pkt)

Startery zaprojektowane w zadaniu 1. stanowig punkt wyjscia do dalszych prac nad przygotowaniem
starteréw, ktére beda uzyteczne w klonowaniu. Muszg one byé wyposazone w tzw. over-hangi, ktore
nie bedg hybrydyzowaty z oryginalnym matrycowym DNA, ale ulegajac amplifikacji, doprowadza
do wprowadzenia pozadanych miejsc restrykcyjnych do produktu PCR.



Korzystajgc z Tabeli 1. i Ryciny 1., wybierz pare enzyméw restrykcyjnych, ktdra umozliwia trawienie
DNA w tym samym buforze z mozliwie wysoka wydajnoscig i bedzie wtasciwa do wykorzystania
podczas klonowania otwartej ramki odczytu TGF-a do wektora pKGOB tak, aby mdgt on postuzyé
do otrzymania biatka z His-tag na koricu N. Nazwy wybranych enzyméw wpisz do pliku ,2.txt”
znajdujacego sie w katalogu ,odpowiedzi”. Pamietaj o zapisaniu zmian w pliku ,,2.txt".

Zadanie 1.3. (2 pkt)

Korzystajgc z pary starteréw zaprojektowanych w zadaniu 1.1. oraz informacji z Tabeli 1. i Ryciny 1.,
dodaj do nich sekwencje tzw. over-hangdéw zawierajgcych miejsca restrykcyjne pozwalajgce na
wydajne trawienie DNA wybranymi enzymami restrykcyjnymi. Bedg to startery, ktére w rzeczywistosci
zostatyby wykorzystane do amplifikacji otwartej ramki odczytu TGF-a. Zaprojektowane sekwencje
starteréw zawierajgcych tzw. over-hangi nazwij ,3L.ape” (tzw. lewy starter) i ,,3P.ape” (tzw. prawy
starter), a nastepnie zapisz w katalogu ,,odpowiedzi”. Upewnij sie, czy sekwencja obu starteréw jest
podana od konca 5’ do konca 3'.

Zadanie 1.4. (6 pkt)

Program ApE umozliwia oznaczenie miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Mozna je
oznaczy¢ wyswietlajac liste enzymoéw (,,Enzymes” = ,Enzyme Selector”), wybierajac nazwy enzymow
i naciskajac przycisk ,Highlight” w dolnej czesci okna.

Przygotuj sekwencje rekombinowanego wektora pKGOB zawierajacg otwartg ramke odczytu TGF-a,
ktora umozliwi otrzymanie biatka TGF-a w fuzji z sekwencjg His-tag na jego koricu N. Sekwencja ta
powinna by¢ sekwencjg rekombinowanego wektora, otrzymanego po przeprowadzeniu klonowania
przy uzyciu starteréw z zadania 1.3. Sekwencje rekombinowanego wektora nazwij ,,4.ape”, a nastepnie
zapisz w katalogu ,,odpowiedzi”.

Zadanie 1.5. (4 pkt)

Przeprowadz translacje in silico otwartej ramki odczytu kodujacej TGF-a w fuzji z sekwencjg His-tag
na jego koncu N. Wybierz wtasciwy fragment sekwencji nukleotydowej znajdujacej sie w pliku ,,4.ape”
i skorzystaj z funkcji ApE pozwalajgcej na translacje in silico (,ORFs” = ,Translate”). Nie zmieniaj
domysinych ustawien, ktdre wyswietlg sie w oknie i nacisnij ,OK”. Zapisz sekwencje w katalogu
,odpowiedzi”, klikajgc prawym klawiszem myszy na sekwencje, a nastepnie wybierajgc ,Save” (zapisz)
do niesformatowanego pliku tekstowego (ang. plain text). Plik nazwij ,,5.txt”.

Po rozwiazaniu zadan 1.1-1.5 upewnij sie, czy w katalogu ,,odpowiedzi” znajduje sie osiem plikow:

O ,dane_identyfikacyjne.txt”

Q ,1L.ape”i,1P.ape” z zadania 1.1.,

O ,2.txt” z zadania 1.2. — upewnij sie, ze zawiera on wpisane przez Ciebie nazwy enzymoéw
restrykcyjnych,

,3L.ape” i ,3P.ape” z zadania 1.3.,

,4.ape” z zadania 1.4.,

,5.txt” z zadania 1.5.
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Wprowadzenie do zadania 2

Dzieki poréwnaniu sekwencji aminokwasowych ortologdw pochodzacych z wielu organizmdw mozliwe
jest oszacowanie relacji pokrewienstwa gatunkéw, a takze identyfikacja taksonomiczna biatka
0 nieznanym pochodzeniu.

W drugiej czesci pracowni statystyczno-filogenetycznej obliczysz drzewo UPGMA dla sekwencji TGF-a
pochodzacych z 29 réznych gatunkéw czworonogdéw (Tetrapoda) oraz sekwencji natywnego biatka,
ktorego rekombinowana pochodna byta otrzymana w poprzedniej czesci. Twoim zadaniem bedzie
identyfikacja taksonomiczna organizmu, z ktdrego pochodzi to biatko oraz interpretacja drzewa
filogenetycznego czworonogow.

Zadanie 2.1. (4 pkt)

Do pliku ,, TGFA.fasta” dodaj sekwencje aminokwasowg TGF-a kodowang przez otwartg ramke odczytu
MRNA zapisanego w pliku ,TGFA_mRNA.ape”. Nastepnie przyréwnaj zbidr wszystkich 30 sekwencji
w programie ClustalX2, a przyréwnanie zapisz w formacie NEXUS — to umozliwi wczytanie sekwencji
przez program PAUP, w ktorym nalezy obliczy¢ drzewo metodg UPGMA. Nie zmieniaj parametrow
przyrownania (ClustalX2) oraz sposobu obliczania odlegtosci miedzy sekwencjami (PAUP4). Obliczone
drzewo zapisz w katalogu odpowiedzi pod nazwg ,UPGMA.tre” w postaci formatu Newick
osadzonego w pliku NEXUS.

Sposob obstugi programow
ClustalX2

e Wczytanie sekwencji: ,File” - , Load sequences” (Ctrl + O)

e Przyréwnanie sekwencji: ,Alignment” - ,, Do complete alignment” (Ctrl + L)

e Nalezy klikng¢ ,,OK”

e Zapisanie przyréwnania sekwencji w odpowiednim formacie: ,File” = ,Save sequences as...”
(Ctrl +S)

e W czesci ,Format” nalezy odznaczy¢ ,,CLUSTAL format”, a zaznaczy¢ ,,NEXUS format” i klikng¢
,»OK”

W razie koniecznosci przywrdcenia ustawien domysinych:
e  Alignment” = ,Set All Parameters to default”
PAUP4

e Wczytanie pliku NEXUS: ,File” = , Open” (Ctrl + O)

e Obliczanie drzew filogenetycznych metodami odlegtosciowymi, m.in. UPGMA: ,Analysis” =
,Neighbor Joining/UPGMA...”

e W czesci ,Algorithm” nalezy wybraé odpowiednig metode obliczania drzewa filogenetycznego
oraz wybraé ,Save to treefile”, nazywajac plik ,UPGMA.tre” w odpowiedniej lokalizacji,
a nastepnie klikng¢ ,,Save”



W razie koniecznosci przywrdcenia ustawienn domysinych:

e ,Analysis” > ,Distance Settings” (Ctrl + Alt + D) - , Defaults” - , Restore settings to <<factory
settings>>"

Po rozwiazaniu zadan 1.1.-2.1. upewnij sie, czy w katalogu ,,odpowiedzi” znajduje sie dziewiec
plikow:

,dane_identyfikacyjne.txt”

,1L.ape” i ,1P.ape” z zadania 1.1.,

,2.txt” z zadania 1.2. — upewnij sie, ze zawiera on wpisane przez Ciebie nazwy enzymow
restrykcyjnych,

,3L.ape” i ,3P.ape” z zadania 1.3.,

,4.ape” z zadania 1.4.,

,5.txt” z zadania 1.5.,

,UPGMA.tre” z zadania 2.1.
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Zadanie 2.2. (6 pkt)

Odpowiedz na sze$s¢ pytan dotyczacych interpretacji uzyskanego przez Ciebie drzewa
filogenetycznego, ktdére znajdujg sie na drugiej stronie papierowego protokotu! Jezeli nie uzyskates
w zadaniu 2.1. drzewa filogenetycznego lub nie zostato ono prawidtowo zapisane do pliku, rozwigzania
zadania 2.2. nie bedg oceniane.




Tabela 1. Aktywnosé enzymoéw restrykcyjnych w zaleznosci od buforu oraz liczby par zasad znajdujacych sie w bezposrednim otoczeniu rozpoznawanej
sekwencji nukleotydowe;j.

Wydajnosc¢ trawienia DNA w zaleznosci od rodzaju i stezenia Wydajnosc¢ trawienia DNA w zaleznosci od liczby par
Nazwa enzymu oraz buforu dostarczonego przez producenta enzyméw zasad znajdujacych sie w otoczeniu sekwencji
. ro%poznawana . restrykcyjnych (%) rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny (%)
i trawiona sekwencja Bufor B | BuforG | BuforO | BuforR | BuforY | BuforY
nukleotydowa 1 1% 1% 1% 1% 5 % 1pz 2 pz 3 pz 4 pz 5 pz
BamHI GGATCC 20-50* 100 20-50 50-100* 100* 50-100 0-20 20-50 50-100 50-100 50-100
Bglll AGATCT 0-20 20-50 100 50-100 0-20 100 20-50 50-100 50-100 50-100 50-100
EcoRI GAATTC 0-20 NR 100 100* NR 100 0-20 0-20 20-50 20-50 50-100
Hindlll AAGCTT 0-20 20-50 0-20 100 50-100 | 50-100 0 0-20 50-100 50-100 50-100
Ncol CCATGG 20-50 20-50 20-50 50-100 100 100 0 20-50 50-100 50-100 50-100
Ndel CATATG 0-20 0-20 100 50-100 0-20 50-100 0-20 0-20 50-100 50-100 50-100
Nhel GCTAGC 100 20-50 0-20 0-20 100 0-20 0-20 20-50 50-100 50-100 50-100
Notl GCGGCCGC 0-20 20-50 100 20-50 0-20 20-50 20-50 20-50 20-50 20-50 20-50
Sacl GAGCTC 50-100 20-50 0-20 0-20 50-100 20-50 0 20-50 50-100 50-100 50-100
Sall GTCGAC 0-20 0-20 100 20-50 0-20 50-100 0 20-50 50-100 50-100 50-100
Xbal TCTAGA 50-100 | 50-100 20-50 0-20 100 50-100 20-50 20-50 20-50 20-50 20-50
Xhol CTCGAG 0-20 50-100 | 50-100 100 20-50 100 20-50 20-50 20-50 50-100 50-100

Gwiazdka (*) oznacza, ze w pewnych warunkach (np. przy wysokim stezeniu) enzym restrykcyjny moze wykazywac niskg specyficznos¢ i przecina¢ DNA
w niewtasciwych miejscach. Oznaczenie NR oznacza, ze producent enzymow restrykcyjnych nie zaleca stosowania danego buforu.



Miejsce utatwiajgce klonowanie wektora pKGOB
oraz elementy umozliwiajgce ekspresje wprowadzonego genu

Balll promotor T7 > miejsce wigzania represora lac Xbal
4959 GATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAA 5050
miejsce wigzania
rybosomu Ncol His-tag Ndel Nhel

5051 CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGT 5142
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGLlnGlnMetGly

BamHI EcoRIl Sacl Sall  Hindlll Notl Xhol

5143 CGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC 5234
ArgGlySerGluPheGluLeuArgArgGlnAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProLeuArgSerGlyCys***

terminator T7
5235 GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG 5326

Transkrypcje genu wprowadzonego w miejsce utatwiajace klonowanie zapewnia polimeraza bakteriofaga T7
wyrazana przez szczep bakterii Escherichia coli, do ktérego zostanie wprowadzony rekombinowany wektor.

Z tego powodu w powyzszym schemacie wystepuja takie elementy jak promotor T7 i terminator T7.

Kodon ATG w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Ncol jest pierwszym kodonem
ulegajgcym translacji. Sekwencja aminokwasowa peptydu, ktory powstatby w wyniku takiej translaciji jest
wskazany skrotem tréjliterowym pod sekwencija nukleotydowa. Kodon stop oznaczono trzema gwiazdkami (***).
Numery po obu stronach linii odpowiadajg pozycjom nukleotydéw w sekwenciji pPKGOB zdeponowanej w pliku
pKGOB.ape.

Rycina 1. Sekwencja nukleotydowa polilinkera znajdujacego sie w wektorze pKGOB.



