53 Olimpiada Biologiczna
Pracownia 201/A - arkusz zadan
Czas trwania: 90 minut

Liczba punktow: 30

Rozwigzujgc zadania, mozesz korzysta¢ z wymienionego ponizej oprogramowania:

¢ sktadniki pakietu biurowego LibreOffice,
e Srodowisko obliczeniowe R,

o ApE,
e Chimera,
e ClustalX,

e domysine skfadniki systemu operacyjnego, np. kalkulator, notatnik.

W kazdym zadaniu samodzielnie wybierz odpowiedni program lub programy. Metoda
rozwigzania zadania nie bedzie oceniana, tzn. liczy sie wytacznie korncowy wynik.

Odpowiedzi udziel — w zalezno$ci od rodzaju polecenia — na karcie odpowiedzi, zamalowujgc
odpowiednie pola albo zapisujgc pliki z sekwencjami w formacie FASTA. Pliki FASTA
z udzielonymi odpowiedziami zapisz w podkatalogu ,,odpowiedzi”.

W zataczniku 1. umieszczono liste wszystkich plikow z sekwencjami nukleotydowymi, ktore
znajdujg sie w podkatalogu ,sekwencje”.



Wstep do zadania 1.

U ludzi wystepuje pie¢ funkcjonalnych hialuronidaz kodowanych przez nastepujagce geny:
HYAL1, HYAL2, HYAL3, HYAL4 i HYALS5 oraz pseudogen HYAL6. Geny HYAL1-3 sg
zlokalizowane na chromosomie 3, podczas gdy geny HYAL4-5 oraz pseudogen HYALG6 sg
zlokalizowane na chromosomie 7. Biatka HYAL1 i HYAL2 sg gtéwnymi hialuronidazami

w wiekszosci tkanek.

W ponizszej tabeli przedstawiono podstawowe informacje dotyczgce pieciu roznych
dojrzatych mRNA genu HYALS3, ktére powstajg w wyniku alternatywnego splicingu (sktadania
eksondw).

dojrzaty mRNA nazwa pliku z sekwencja m.cz. aktywnosé
nukleotydowa kodowanego
genu HYAL3 dojrzatego mRNA biatka enzymatyczna

wariant 1. NM_003549.fasta 46,5 kDa aktywna
wariant 2. NM_001200030.fasta 43,6 kDa nieaktywna
wariant 3. NM_001200031.fasta 18,8 kDa nieaktywna
wariant 4. NM_001200032.fasta 15,9 kDa nieaktywna
wariant 5. NM_001200029.fasta 46,5 kDa aktywna

Na potrzeby tej pracowni przyjmij nastepujgce definicje eksonu i intronu:
e ekson — ta czes¢ pre-mRNA (pierwotnego transkryptu), ktéra jest obecna takze
w dojrzatym mRNA
¢ intron — ta czes¢ pre-mRNA (pierwotnego transkryptu), ktéra jest wycinana w trakcie
dojrzewania mRNA i nie jest w nim obecna.

Plik ,NC_000003.fasta” zawiera fragment chromosomu 3, w obrebie ktdrego to fragmentu
lezy gen HYALS.

W tym fragmencie lezy jeszcze inny gen kodujgcy podjednostke katalityczng
N-a-acetylotransferaze 80 (NAAS8O). Plik ,NM_012191.fasta” zawiera sekwencje
nukleotydowg dojrzatego mRNA powstajgcego w wyniku transkrypcji genu NAASO.

Pliki z pojedynczymi sekwencjami nukleotydowymi mozesz otworzy¢ zaréwno w Notatniku,
jak i w programie ApE. Jednak w programie ApE mozesz wykonac przyréwnanie dwoéch lub
wiekszej liczby sekwencji. W programie ApE mozesz takze znalez¢ otwarte ramki odczytu
oraz przeprowadzi¢ translacje in silico.

Skrécona instrukcja do programu ApE

Przygotowanie przyréwnania sekwenciji:

1. Otworz pliki FASTA w programie ApE.

2. Kiliknij Tools — Align Sequences.

3. Wybierz sekwencje referencyjng, np. w postaci wariantu transkrypcyjnego 1. w menu
Reference sequence.

4. Wybierz inne sekwencje do przyrownania w czesci Align to Windows. Jezeli chcesz
wybra¢ wiecej niz jedng sekwencje, to przytrzymaj klawisz Shift na klawiaturze i kliknij
po kolei w kazdg nazwe sekwencji.

Uwaga: Wykonaj przyrownanie, stosujgc domysine ustawienia programu ApE.



Znajdywanie otwartej ramki odczytu:
1. Otwoérz plik FASTA w programie ApE.
2. Kiliknij ORFs — Find Next.
3. W przypadku dojrzatych mRNA przyjmij, ze to wtasnie najdtuzsza otwarta ramka
odczytu sposrod wszystkich znalezionych ulega translaciji.
Translacja in silico:
1. Zaznacz myszkg czesc¢ sekwencji wyswietlonej w programie ApE, ktora ma byc¢
poddana translacji in silico.
2. Kliknij ORFs — Translate.
3. Jesdli chcesz uzyskac tylko sekwencje aminokwasowg (bez numeréw reszt
aminokwasowych oraz sekwencji nukleotydowej), wybierz None w odpowiednio
opcjach Line Numbers oraz DNA.

Do wykonania przyréwnania sekwencji nukleotydowych albo aminokwasowych mozesz
wykorzysta¢ program ClustalX.

Zadanie 1.1. (2 pkt.)
Okresl liczbe introndw, ktére zostaty usuniete podczas skladania wariantu 1.
dojrzatego mRNA genu HYALS.
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Zadanie 1.2. (1 pkt)
Okresl, czy w eksonie 1. wariantu 2. dojrzaltego mRNA genu HYAL3 znajduje sie
sekwencja kodujaca biatko.

T. tak
N. nie

Zadanie 1.3. (2 pkt.)
Okresl dlugosé¢ 5° UTR (rejon nieulegajacy translacji) w wariancie 3. dojrzalego mRNA
genu HYAL3.

A. 191 nukleotydow
B. 194 nukleotydy
C. 414 nukleotydy
D. 695 nukleotydéw
E. 698 nukleotyddéw



Zadanie 1.4. (1 pkt)
Okresl kodon stop w otwartej ramce odczytu wariantu 4. dojrzatego mRNA genu
HYALS3.

A. UAA (zapisany w sekwenciji jako TAA)
B. UAG (zapisany w sekwencji jako TAG)
C. UGA (zapisany w sekwencji jako TGA)

Zadanie 1.5. (2 pkt.)
Okresl, dlugos¢ sekwencji nukleotydowej wspodlnej w wariantach 1. i 5. dojrzatych
mRNA genu HYAL3 znajdujacej sie w 5 UTR od jego strony 3.

A. 16 nukleotyddéw
B. 17 nukleotyddw
C. 57 nukleotydow
D. 153 nukleotydy
E. 193 nukleotydy

Zadanie 1.6. (2 pkt.)

Okresl, czy nastepujace stwierdzenia sg prawdziwe. Zaznacz P, jesli stwierdzenie jest
prawdziwe, albo F — jesli jest fatszywe. Pozycje reszt aminokwasowych odnosza sie do
polipeptydu powstajacego w wyniku translacji wariantu 1. dojrzalego mRNA genu
HYAL3.

Stwierdzenie Prawda czy falsz?

1. Wystepowanie w biatku HYAL3 reszt 1-250 jest wystarczajgce | O prawda / O fatsz
do tego, aby biatko to byto aktywne enzymatycznie.

2. Wystepowanie w biatku HYAL3 reszt 300-329 jest O prawda / O fatsz
wystarczajgce do tego, aby to biatko byto aktywne
enzymatycznie.

Zadanie 1.7. (2 pkt.)
Okresl, czy nastepujace stwierdzenia sg prawdziwe. Zaznacz P, jesli stwierdzenie jest
prawdziwe, albo F — jesli jest falszywe.

Stwierdzenie Prawda czy falsz?
1. Sekwencje 5' UTR wariantu 1. dojrzatego mRNA genu HYAL3 | O prawda / O fatsz
oraz dojrzatego mRNA genu NAAB8O sa takie same.
2. Sekwencja kodujgca biatko NAA8O w cato$ci znajduje sie O prawda / O fatsz
w jednym z intronéw genu HYALS.




Wstep do zadania 2.

Do tej pory opisano w bazie Protein Data Bank (PDB) tylko sze$¢ struktur hialuronidaz.
Jedng z nich — rozwigzang dzieki zastosowaniu krystalografii rentgenowskiej — jest
hialuronidaza wystepujaca w jadzie pszczelim pszczoty miodnej. Ta struktura jest
zarejestrowana w PDB pod numerem identyfikacyjnym 1FCQ. Plik o nazwie ,1fcq.pdb” ze
strukturg 1FCQ zapisano w podkatalogu ,struktury”.

Struktura hialuronidazy cztowieka HYAL3 do tej pory nie zostata rozwigzana. Jednak
wspotczesne narzedzia bioinformatyczne oparte na uczeniu maszynowym — takie jak
AlphaFold — pozwalajg z duzg dozg prawdopodobienstwa przewidzie¢ strukture przestrzenng
biatka. Plik ,AF-0O43820-F1-model_v4.pdb” zawiera przewidziang algorytmem AlphaFold
strukture biatka HYALS3.

W podkatalogu sekwencje znajduje sie plik ,NM_001011619.fasta” zawierajgcy sekwencje
dojrzatego mRNA genu kodujgcego hialuronidaze u pszczoty miodnej. Najdtuzsza otwarta
ramka odczytu koduje sekwencje aminokwasowg tego enzymu.

Wykonaj nastepujgce kroki w programie Chimera i przeprowadz analize strukturalng
hialuronidaz cztowieka i pszczoty miodne;.

1. Otwoérz pliki w formacie PDB (,1fcq.pdb” i ,AF-043820-F1-model_v4.pdb”)

w programie Chimera. Kliknij File — Open. Wci$nij klawisz shift na klawiaturze
i kliknij obie nazwy plikéw w formacie PDB. Obie struktury zostang wyswietlone
w programie Chimera.

2. Wykonaj przyrownanie strukturalne. Kliknij Tools — Structure Comparison —
MatchMaker. W czesci Reference structure zaznacz ,1fcq.pdb”, a w czesci
Structure(s) to match — ,AF-O43820-F1-model_v4.pdb”. Kliknij OK. Obie struktury
zostang przyrownane tak, aby korespondujgce ze sobg atomy byty jak najmniej
oddalone.

3. Wyswietl przyréwnanie sekwencji aminokwasowych obu biatek. Kliknij Tools —
Structure Comparison — Match — Align. Upewnij sie, Ze obie nazwy sg
zaznaczone i kliknij OK.

W programie Chimera mozna obraca¢ wyswietlong strukture przez klikniecie lewego
przycisku myszy i przesuwanie kursora po ekranie. Przycisniecie prawego przycisku myszy
umozliwia powiekszenie lub zmniejszenie wyswietlonej struktury.

Pozostawienie kursora przez ok. 0,5 sekundy nad wybranym elementem wyswietlonej
struktury powoduje wyswietlenie informacji o danej reszcie aminokwasowej, np. ,#0 MET
1.A”. Ta informacja oznacza, ze kursor lezy nad strukturg przyrownang (oznaczenie #0 ma
sekwencja, ktéra byta otwarta w programie Chimera jako pierwsza) i znajduje sie tam
metionina w pozycji 1. tancucha polipeptydowego. Oznaczenie literowe ,A” odnosi sie do
pierwszego tancucha polipeptydowego w danym pliku PDB. Poniewaz oba pliki zawierajg po
jednym fancuchu polipeptydowym, mozna pomingc¢ to oznaczenie.



Zadanie 2.1. (2 pkt.)
Do rozwigzania struktury przestrzennej hialuronidazy pszczoty miodnej wykorzystano
rekombinowane biatko o niepetnej dlugosci.

Okresl pozycje reszty aminokwasowej oznaczonej w strukturze przestrzennej jako
»CYS 189.A” w strukturze pierwszorzedowej petnej dtugosci hialuronidazy pszczoty
miodnej.

pozycja 189.
pozycja 205.
pozycja 221.
pozycja 233.
pozycja 345.

moowp»

Zadanie 2.2. (4 pkt.)
Okresl, czy nastepujace stwierdzenia sg prawdziwe. Zaznacz P, jesli stwierdzenie jest
prawdziwe, albo F — jesli jest falszywe.

Stwierdzenie Prawda czy falsz?

1. Algorytm AlphaFold przewidziat strukture przestrzenng catego | O prawda / O fatsz
biatka HYAL3 wystepujgcego u cziowieka.

2. Pierwszym elementem struktury drugorzedowej od konca O prawda / O fatsz
aminowego w hialuronidazie jest a-helisa.
3. Strukturze a-helisy obecnej w hialuronidazie z pszczoty O prawda / O fatsz

miodnej o sekwencji ,LTKHLQVFRDHLINQ” odpowiadajg
strukturalnie pozycje 101-115 z funkcjonalnej hialuronidazy
cztowieka.

4. W hialuronidazie pszczoty miodnej wystepujg tylko dwie O prawda / O fatsz
B-kartki.

Zadanie 2.3. (2 pkt.)
Okresl, ktoéra z ponizszych reszt cysteiny tworzy mostek disiarczkowy z cysteing
oznaczong jako ,,CYS 189.A” w hialuronidazie z pszczoty miodnej.

A. CYS 16.A z czlowieka

B. CYS 205.A z cztowieka

C. CYS 22.A z pszczoty miodnej
D. CYS 201.A z pszczoty miodnej
E. CYS 313.Az pszczoty miodnej



Wstep do zadania 3.

Klonowanie Gibsona (ang. Gibson assembly) to metoda pozwalajgca na potgczenie ze sobg
nawet kilku fragmentéw DNA w jednej reakcji zachodzgcej w statej temperaturze. W tej
metodzie kluczowe znaczenie majg nachodzgce na siebie, komplementarne fragmenty
o dtugosci 20—40 par zasad. Nastepnie fragmenty ulegajg potaczeniu dzieki trzem enzymom
obecnym w mieszaninie reakcyjnej:
o Egzonukleaza — hydrolizuje pojedynczg ni¢ DNA od konca 5' i tworzy ,lepkie konce”;
o Polimeraza DNA — wypetnia utworzone przez egzonukleaze przerwy po hybrydyzacji
komplementarnych nici z sgsiadujgcych fragmentow DNA,;
e Ligaza DNA - tgczy kowalencyjnie sgsiadujgce ze sobg fragmenty.

Na ponizszym schemacie przedstawiono kolejne etapy klonowania Gibsona.

fragmenty DNA, ktére bedg tgczone

z wykorzystaniem starterow

¢ amplifikacja metodg PCR
z tzw. over-hangami

dodanie mieszaniny enzymow
do klonowania Gibsona

¢

e 3 egzonukleaza trawi DNA
I 5 w kierunku 5'—=3'

5 I
3
¢ fragmenty DNA ulegajg hybrydyzaciji

I 3T 5
I 5 3

¢ polimeraza DNA syntetyzuje DNA

¢ ligaza wytwarza ciggte nici DNA



Zaprojektuj startery do PCR, ktore pozwolg namnozy¢ sekwencje kodujagcag biatko HYAL3
cztowieka i potgczy¢ jg z wektorem ekspresyjnym pMAL-c5X metoda klonowania Gibsona.

MCS

malE

pMAL-c5X

Ptac A 5677 pz

/ PBR ori

lacl

pMAL-c5X MCS

Xmnl Ndel Ncol Notl EcoRV Sall BamHI EcoRl Sbfl

| || Il || i I I |
malE...ATC GAG GGA AGG ATT TCA CAT ATG TCC ATG GGC GGC CGC GAT ATC GTC GAC GGA TCC GAA TTC CCT GCA GGT AAT TAA ATAA..
I E G R I S H M s M G G R D I v D G S E F P A G N

Na powyzszym schemacie przedstawiono budowe wektora pMAL-c5X. Cechg
charakterystyczng tego wektora jest to, ze pod kontrolg promotora Ptac wystepuje gen malE
kodujacy biatko wigzgce maltoze, ktéry nie konczy sie kodonem STOP, poniewaz
bezposrednio za nim znajduje sie miejsce utatwiajgce klonowanie (ang. multiple cloning site;
MCS). Translacja tej ramki odczytu skutkuje powstaniem biatka MalE z wydtuzonym

koncem C o fgcznej m.cz. 44,7 kDa.

Pod sekwencjg nukleotydowg obszaru MCS umieszczono sekwencje aminokwasowa
polipeptydu powstajacego w tej samej ramce odczytu, co biatko MalE. W MCS wystepuje
miejsce dla enzymu restrykcyjnego EcoRYV, ktéry przecina rozpoznawang sekwencje i tworzy
tepe konce:

..GAT " ATC...
..CTA | TAG..

Do przecigcia kolistego wektora wykorzystaj enzym restrykcyjny EcoRV. Jako matryce do
przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystaj cDNA zsyntetyzowany na matrycy wariantu 1.
dojrzatego mRNA genu HYALS3.

Zaprojektowane startery musza:

e umozliwi¢ powstanie fuzyjnego biatka MalE-HYALS3 (nie usuwaj pierwszej metioniny
z biatka HYAL3)

e zapewnic brak dodatkowych reszt aminokwasowych na koricu C rekombinowanego
biatka MalE-HYAL3 (wykorzystaj kodon stop znajdujgcy sie w otwartej ramce odczytu
genu HYALS3).

i sktada¢ sie z dwoch czesci: (1) hybrydyzujgcej z sekwencjg nukleotydowg otwartej ramki
odczytu kodujgcej biatko HYAL3 o dtugosci 20 nukleotyddéw oraz (2) tzw. over-hang

o dtugosci 30 nukleotydow, nachodzgcego na sekwencje wektora pMAL-c5X — oba startery
(tzw. lewy i prawy) muszg zawiera¢ 50 reszt nukleotydowych.




Zadanie 3.1. (3 pkt.)

Zaprojektuj tzw. lewy (ang. forward) starter spetniajgcy wymagania przedstawione we
wstepie do zadania. Sekwencje zapisz w formacie FASTA. Jako identyfikator sekwencji
zapisz numer uczestnika bez znakéw diakrytycznych wraz z oznaczeniem kierunku
(_fwd), np. ,,>ZOLT01_fwd”. Plik nazwij wg takej samej konwencji, ale usun znak ,,>”

i dodaj rozszerzenie ,,.fasta”, np. ,,ZOLT01_fwd.fasta”, oraz zapisz w podkatalogu
,odpowiedzi”.

Zadanie 3.2. (3 pkt.)

Zaprojektuj tzw. prawy (ang. reverse) starter spetniajacy wymagania przedstawione we
wstepie do zadania. Sekwencje zapisz w formacie FASTA. Jako identyfikator sekwencji
zapisz numer uczestnika bez znakéw diakrytycznych wraz z oznaczeniem kierunku
(_rev), np. ,,>ZOLT01_rev”. Plik nazwij wg takej samej konwencji, ale usun znak ,,>”

i dodaj rozszerzenie ,,.fasta”, np. ,,ZOLT01_rev.fasta”, oraz zapisz w podkatalogu
,odpowiedzi”.

Zadanie 3.3. (2 pkt.)
Okresl przewidywang mase czasteczkowa rekombinowanego biatka MalE-HYAL3.

A. 447 kDa
B. 46,5 kDa
C. 90,1 kDa
D. 90,8 kDa
E. 91,1 kDa

Zadanie 3.4. (2 pkt.)

Okresl, ktéra kombinacja enzymu restrykcyjnego oraz wielkosci fragmentéw
powstatych w wyniku przeprowadzenia analizy restrykcyjnej wskazuje na prawidtowe
wykonanie rekombinowanego wektora pMAL-c5X-HYAL3.

Odpowiedz | Enzym restrykcyjny Dtugos¢ fragmentéw DNA (pz)
A. ApalLl 1961, 1223, 1163, 830, 500
B. EcoRl 5677
C. Ncol 5832, 595, 504
D. Ndel 5677
E. Pvull 3908, 1676, 93




Zalacznik 1. — wykaz plikow z sekwencjami nukleotydowymi

nazwa pliku format krétka charakterystyka
Fragment chromosomu 3 cziowieka — w tym rejonie

NC_000003 fasta FASTA wys?epuje gen HYAL3 oraz gen NAA8O ’ J

NM_003549.fasta FASTA | Wariant 1. dojrzatego transkryptu genu HYAL3

NM_012191.fasta FASTA Dojrzaty transkrypt genu NAA8O cztowieka
NM_001011619.fasta FASTA Dojrzaty mRNA hialuronidazy pszczoty miodne;j
NM_001200029.fasta FASTA Wariant 5. dojrzatego transkryptu genu HYAL3
NM_001200030.fasta FASTA Wariant 2. dojrzatego transkryptu genu HYAL3
NM_001200031.fasta FASTA Wariant 3. dojrzatego transkryptu genu HYAL3
NM_001200032.fasta FASTA Wariant 4. dojrzatego transkryptu genu HYAL3

pMAL-c5x.ape ApE Wektor ekspresyjny pMAL-c5X — jest ustawiony jako

czgsteczka kolista (ang. circular)




