PRACOWNIA WYKORZYSTANIA ZASOBOW INTERNETOWYCH

Dr Anna Modrak-Waéjcik

Celem zaje¢ jest zapoznanie studentoéw z ogdlnodostgpnymi zasobami sieci Internet oraz
zasobami bibliotek wirtualnych, zwigzanymi =z biofizyka molekularng, genetyka,
farmakologig i medycyng. Uczestnicy w sposob praktyczny bedg mogli wykorzysta¢ Internet

do poszukiwania i analizowania informacji naukowych.

. BAZY BIBLIOGRAFICZNE - WSTEP

1. Przydatne linki:

PubMed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Bookshelf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/

Wirtualna Biblioteka Nauki (ICM)
http://vls.icm.edu.pl/

Biblioteka Uniwersytecka w Warszawie (Biblioteka UW)

http://www.buw.uw.edu.pl

Google Scholar
http://scholar.google.pl/

2. Slowniczek

PubMed — baza danych obejmujaca artykuty z dziedziny medycyny i nauk przyrodniczych
zatozona w 1996 roku przez National Center for Biotechnology Information (NCBI), bedacy
czesciag National Library of Medicine, wchodzacego w sktad National Institutes of Health.
Zapewnia bezptatny dostgp do artykuldw znajdujacych si¢ w bazie MEDLINE oraz
niektorych artykutdow z czasopism do niej nienalezacych. Publikuje gtéwnie abstrakty
artykutéw oraz tacza do strony wydawcy czasopisma, w ktorym dany artykut si¢ ukazat

(gdzie w niektorych przypadkach dostepna jest jego petlna wersja). PubMed korzysta z
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http://pl.wikipedia.org/wiki/Baza_danych
http://pl.wikipedia.org/wiki/Medycyna
http://pl.wikipedia.org/wiki/Biologia
http://pl.wikipedia.org/wiki/National_Center_for_Biotechnology_Information
http://pl.wikipedia.org/wiki/National_Library_of_Medicine
http://pl.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=MEDLINE&action=edit&redlink=1
http://pl.wikipedia.org/wiki/Abstrakt

systemu Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites), stuzacego do uzyskiwania informacji

réwniez z innych projektow NCBI, takich jak PubChem czy Genbank. Artykuty bazie danych
PubMed sa indeksowane w systemie Medical Subject Headings (MeSH). Kazdemu
artykutowi przyporzadkowany jest unikalny identyfikator PMID.

Baza MEDLINE stanowi najwigkszy sktadnik PubMed. Obejmuje okoto 5400 czasopism
biomedycznych z ponad 80 krajow, zawiera ponad 18 milionéw pozycji datujacych si¢ od
1946 roku.

Wirtualna Biblioteka Nauki — jeden z pierwszych w Polsce systemow udostepniania
naukowych baz danych przez Internet, zarzadzany przez Interdyscyplinarne Centrum
Modelowania Matematycznego i Komputerowego (ICM) Uniwersytetu Warszawskiego,
ktorego poczatki siegaja 1996 roku. Poszczegodlne zasoby sa udostepniane jednostkom
naukowym w ramach WBN na podstawie uméw licencyjnych zawieranych pomiedzy ICM a
wydawcami. W chwili obecnej (2011 r.) Biblioteka Wirtualna Nauki zawiera pelne teksty
czasopism najwickszych $wiatowych wydawcow (Elsevier, Springer, ACS, AIP/APS, Nature,
Science), abstrakty, cytowania oraz zasoby faktograficzne, a takze polskie zasoby
pelnotekstowe. Z zasobow Wirtualnej Biblioteki Nauki korzysta obecnie ponad 170 jednostek

naukowych w Polsce.

Il. PUBMED

Zadanie 1
Wejdz na strone gtowng bazy PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Zarejestru;j si¢

i zaloguj do My NCBI (kliknij na My NCBI na géornym pasku po prawej stronie)

Zadanie 2

Dowiedziatas/es si¢, w jednym z wydan czasopisma BMJ mozna znalez¢ artykut,
poréwnujacy korzysci zdrowotne wynikajace z picia martini wstrzasnigtego (shaken) lub
mieszanego (stirred). Znajdz ten artkul. Postuz si¢ opcja Single Citation Matcher.(strona

gtowna => PubMed Tools)

Zadanie 3
Znajdz pely tytul czasopisma BBRC. Kto jest jego wydawca, jak czgsto si¢ ukazuje, w

ktorym roku ukazato si¢ pierwsze wydanie? Wskazowka: znajdz jakikolwiek artykut w tym
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http://pl.wikipedia.org/wiki/Entrez
http://pl.wikipedia.org/wiki/PubChem
http://pl.wikipedia.org/wiki/Indeksowanie
http://pl.wikipedia.org/wiki/Medical_Subject_Headings
http://pl.wikipedia.org/wiki/Identyfikator_(programowanie)
http://pl.wikipedia.org/wiki/PMID
http://pl.wikipedia.org/wiki/Baza_danych
http://pl.wikipedia.org/wiki/Internet
http://pl.wikipedia.org/wiki/ICM
http://pl.wikipedia.org/wiki/ICM
http://pl.wikipedia.org/wiki/1996
http://pl.wikipedia.org/wiki/Czasopismo
http://pl.wikipedia.org/wiki/Elsevier
http://pl.wikipedia.org/wiki/Springer
http://pl.wikipedia.org/wiki/Abstrakt
http://pl.wikipedia.org/wiki/Faktografia
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

czasopismie, wpisujac BBRC w okienku wyszukiwarki; ze strony z wynikami wyszukiwania
przejdz do strony informacyjnej dotyczacej tego artykutu, kliknij lewym klawiszem myszy na
nazwe czasopisma i wybierz NLM Catalog.

Zadanie 4

Znajdz artykuty, ktorych autorem jest S. R. Kimball. Jaka jest jego afiliacja?

Zadanie 5

Znajdz odnosniki do artykutow o Jamesie D Watsonie. Skorzystaj z tagu Personal name as
subject. Wyeliminuj wszystkie pozycje, ktorych autorem jest Watson. Wybierz nastepnie
kilka pozycji, ktore sg dla ciebie interesujgce i umiesc je w schowku (Sent to => Clipbord).
Mozesz skorzysta¢ z Search Builder w Advance Search lub wpisaé frazy z odpowiednimi
tagami ([...]) i kwantyfikatorami logicznymi (AND, OR, NOT). Pelng liste tagow i opis
odpowiadajagcych im obszaréw znajdziesz w PubMed Help w zakladce Search Field

Descriptions and Tags

Zadanie 6

Znajdz artykuly w BBRC, ktorych autorem jest S. R. Kimball. Wykorzystaj histori¢
wyszukiwania (Search History w Advanced Search). Uzywajac filtru, wyszukaj artykuty
przegladowe (Filter your Results => Review) i utworz zawierajaca je nowa kolekcje w My
NCBI (uzyj opcji Sent to => Collections). Nadaj jej odpowiednig nazwg.

Zadanie 7
Znajdz artykuty S. R. Kimballa, ktore ukazatly si¢ po 2007 roku (opcja Limits) i zawierajace

w tytule lub abstrakcie termin mRNA. Dodaj je do kolekcji utworzonej w zadaniu 6.

Zadanie 8

A. W jednym wyszukiwaniu znajdz cytowania dotyczace biatka GFP (Green Fluorescent
Protein) i procesu tworzenia struktury trzeciorzedowej biatek (protein folding). Obejrzy;j
w jaki sposob zostato przeprowadzone wyszukiwanie (Search Details).

B. Przeprowadz analogiczne wyszukiwanie uzywajac MeSH Database do konstrukcji
zapytania (roGwniez przy ograniczeniu do Major Topic headings only).

C. Sposrod cytowan znalezionych w punkcie B wybierz te, ktore powstaly w placéwkach

naukowych majacych swa siedzibe w Nowym Yorku (ogranicz wyszukiwanie do
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=helppubmed&part=pubmedhelp#pubmedhelp.Search_Field_Descrip
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=helppubmed&part=pubmedhelp#pubmedhelp.Search_Field_Descrip

odpowiedniej dziedziny — box Field w Advanced Search lub zastosuj odpowiedni tag).
Zapisz wynik wyszukiwania w My NCBI (Save search) oraz stworz plik tekstowy
zawierajacy spis cytowan (uzyj funkcji Sent to => File).

D. Wybierz trzy odnosniki z punktu B i wyslij je do siebie poprzez e-mail (Sent to => E-

mail) w formacie, ktory zawiera abstrakty.

Zadanie 9
Wykorzystujac PubMed, Wirtualng Bibliteke Nauki oraz Biblioteke UW, postaraj si¢ znalez¢

pelne teksty odnosnikow znalezionych w zadaniu 8 C.

Zadanie 10
Znajdz pelne teksty artykulow przegladowych dotyczacych biatka GFP, ktore ukazaly si¢ w

czasopismie Science.

I11. BIOLOGICZNE BAZY DANYCH — WSTEP

Biologiczne i biomedyczne bazy danych to ,kopalnie” informacji z dziedziny nauk
przyrodniczych, pochodzacych z eksperymentéw naukowych i projektow wielkoskalowych,
artykutow naukowych i analiz komputerowych. Zawieraja m. in. dane dotyczace sekwencji,
funkcji i struktury genéw oraz biatek, efektow klinicznych mutacji, $ciezek metabolicznych
jak réwniez podobienstw miedzy sekwencjami i strukturami.

Raz w roku czasopismo ,,Nucleic Acids Research” publikuje list¢ wszystkich dost¢pnych
baz biologicznych, wraz z ich adresami internetowym i krotkim opisem bazy. W roku 2011

lista ta obejmowata 1330 pozycji (http://www.oxfordjournals.org/nar/database/c/).

Przydatne linki:

EXPASYy (Expert Protein Analysis System) htttp://www.expasy.ch/

serwer proteomiczny Swiss Institute of Bioinformatics (SIB, Genewa, Szwajcaria),
wspolpacujacy z European Bioinformatics Institute (EBI) oraz z Protein Information
Resource (PIR)

European Bioinformatics Institute (EBI, Hinxton, UK) http://www.ebi.ac.uk/
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wchodzi w sktad European Molecular Biology Labolatory (EMBL), jednostki wspierangj

przez 16 krajow (Europa zachodnia i Izrael)

National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

wchodzi w sklad National Library of Medicine (NLM) przy National Institutes of Health
(NIH). Gromadzi informacje dotyczace sekwencji nukleotydowych (w bazie GenBank),
sekwencji biatkowych (Protein), artykutow biomedycznych (PubMed), matych czgsteczek
biologicznych (PubChem) a takze inne informacje dotyczace biotechnologii. Wszystkie te

bazy danych sa dostepne w sieci przez wyszukiwarke Entrez

International Nucleotide Sequence Database Collaboration http://insdc.org/

migdzynarodowa baza wszystkich publicznie dostepnych sekwencji nukleotydowych oparta
na wspélpracy migdzy trzema bazami: DDBJ (DNA Data Bank of Japan,
http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html), ENA (European Nucleotide Archive,

http://www.ebi.ac.uk/ena/), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

Worldwide Protein Data Bank (wwPDB)  http://www.wwpdb.org/index.html

ogolnoswiatowa baza struktur molekularnych, zawierajagca w lutym 2011 r. 71415 struktur,
zalozona przez RCSB PDB (http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do; USA), PDBe
(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/; Europa) i PDBj (http://www.pdbj.org/; Japonia)

IV. BAZY SEKWENCJI BIALKOWYCH - UNIPROT

1. Przeszukiwanie UniProt przy uzyciu Text Search.

Zadanie 1

Na stronie domowej Uniprot (http://www.uniprot.org/) w okienku Query (u gory strony)

wpisz: Myosin light chain kinase. Upewnij si¢, ze w okienku Search in figuruje ,,Protein
Knowledgebase (UniProtK)”. Wcisnij Search. Ile jest wszystkich wynikow wyszukiwania?
lle znaleziono w bazie Swiss-Prot? Aby ograniczy¢ liczbe wynikow przejdz do Advanced

Search (u gory z prawej). W okienku Field wybierz ,,Organizm [OS]”, okienku Term wpisz
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~Human”, wybierz ,,Human[9606]”, kliknij Add & Search. Ile tym razem wynikéw

otrzymatas/es?

2. Opis wyniku wyszukiwania — informacje ogolne
Aby obejrze¢ opis dotyczacy konkretnej pozycji, nalezy klikng¢ na hiperlink w pierwszej
kolumnie (Accession).

Zadanie 1
Kliknij na Q15746. Na pasku znajdujacym si¢ bezposrednio nad tekstem opisu, kliknij Entry
info. W ktorym roku biatko znalazto si¢ w bazie Swiss-Prot? Ile byto réznych wersji

sekwencji?

Zadanie 2

Przejdz do Names and origin. Jakie sg inne nazwy biatka? Jak nazywa si¢ kodujacy je gen?

Zadanie 3
Kliknij na “EC=2.7.11.18” (kod enzymu; Ezyme Nomenclature Committee). Przenosisz si¢ do
bazy ENZYME. Czy sa podane inne nazwy dotyczace tego enzymu? Jakg reakcje katalizuje

ta kinaza?

Zadanie 4
Przejdz do Protein attributes. Czy sg przestanki swiadczace o obecnos$ci kinazy na poziomie

biatkowym?

3. Opis wyniku wyszukiwania — komentarze

Zadanie 1
Przejdz do Ontologies. Terminy, ktore tu znajdziesz dadza Ci poglad na temat czym jest
poszukiwane biatko. Jakie ligandy wigze kinaza? W jakich procesach biologicznych bierze

udzial? Jaka jest jej molekularna funkcja?

Zadanie 2
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Przejdz do General annotation. Ta cze$¢ opisu jest sporzadzana na podstawie danych
literaturowych. Jaka funkcje pelni nasze biatko? Jaka role odgrywaja modyfikacje post-

translacyjne? Jakie domeny posiada?

4. Opis wyniku wyszukiwania — sekwencja

Zadanie 1
Przejdz do Alternative products. lle jest roznych izoform naszego biatka? Czym si¢ r6znig?
Czy wszystkie posiadajg aktywnos$¢ katalityczng? Jakiego fragmentu brakuje w Izoformie 6?

Jaka jest jej alternatywna nazwa?

Zadanie 2

Przejdz do Sequences annotation (Features). Jest to miejsce, gdzie mozesz dowiedzie¢ si¢
wigcej o charakterystycznych cechach sekwencji (domenach, miejscu aktywnym,
modyfikowanych aminokwasach, roznicach miedzy izoformami). Jaka jest pozycja
aminokwasoéw nalezacych do domeny majacej aktywnos$¢ kinazy biatkowej? Wyjasnij,
dlaczego telokina nie posiada aktywnosci katalitycznej. Jaka jest réznica migdzy izoformami
1 i 5? Jaka jest pozycja miejsca aktywnego (akceptor protonu)? Jaki to aminokwas? Jaka
reszta odpowiada za wigzanie ATP? Ile modyfikowanych aminokwasow wystepuje w biatku?

Na czym polegaja modyfikacje?

Zadanie 3

Przejdz do Sequences. Wybierz ProtParam (w okienku Tools) i wcisnij Go. Kliknij na
»CHAIN 1-1914”. Tle wynosi masa czasteczkowa naszego biatka, punkt izoelektryczny,
wspotczynnik ekstynkcji w 280 nm? Czy kinaza jest stabilnym biatkiem? Jaki jest

przewidywany potdéwkowy czas zycia? Ile reszt tryptofanowych 1 tyrozynowych zawiera?
Zadanie 4
Porownaj sekwencj¢ izoformy 1 i 2. Zaznacz pola po lewej stronie 11 i 12 i na zielonym pasku

na dole strony, kliknij Aligne.

5. Opis wyniku wyszukiwania — struktura
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Zadanie 1
Przejdz ponownie do Sequences annotation (Features). W czesci Secondary Structure

Kliknij Details Co mozesz powiedzie¢ o strukturze drugorzedowej biatka?

Zadanie 2

Przejdz do Cross references i znajdz podrozdziat dotyczacy struktur trojwymiarowych (3D
structure database), Znajdziesz tu wszystkie eksperymentalnie wyznaczone struktury
zdeponowane w PDB oraz przewidziane na podstawie homologii (ModBase), jesli takie
istniejg. Jakimi metodami uzyskano struktury? Czy znana jest struktura catego biatka?

Obejrzyj struktury w roznych bazach (PDB, PDBe, PDB;j).

6. Przeszukiwanie bazy UniProt przy pomocy narzedzia BLAST

Zadanie 1

Kliknij na okienko Blast (u gory strony, na szarym pasku). Sekwencja ludzkiej kinazy MYLK
powinna znajdowa¢ si¢ w okienku wyszukiwania. W okienku Database wybierz
UniProtKB/Swiss-Prot. Jakie bialka sa najbardziej podobne do ludzkiej kinazy (nie liczac
izoform MY LK)? Jaki jest % podobienstwa?

Zadanie 2
Na stronie z wynikami wyszukiwania zaznacz okienka (z lewej strony) odpowiadajace
MYLK (Q15746) i dwom najbardziej podobnym biatkom i wcisnij Aligne. Zlokalizuj rejony
o wysokim i niskim stopniu podobienstwa.

,, ¥ —identyczne reszty, ,,.” — podstawienie konserwatywne, ,,.” — semi-konserwatywne, ,,-” —

przerwa)

Zadanie 3
Czy biatka te maja podobne rejony hydrofobowe i polarne? Co mozesz powiedzie¢ o
potozeniach reszt tyrozynowych i treoninowych? (zaznacz odpowiednie okienko w Amino

acid properties)

Zadanie 4
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Jakie informacje dotyczace cech sekwencji sa dostgpne dla naszych biatek (Sequence

annotation). Znajdz ich potozenie w sekwencji.

V. BAZY SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH - GENBANK

Zadanie 1
Jakie sg roznice migdzy genami i genomami pochodzacymi z organizmow prokariotycznych i

eukariotycznych.?

Zadanie 2

Przejdz na strong GenBanku (na stronie gléwnej NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

wybierz Nucleotide w okienku Popular Resources, alternatywnie w okienku wyszukiwania
wybierz Nucleotide). W okienku wyszukiwania wpisz X01714 (GenBank ID). Odpowiedz na
pytania:

A. Z jakiego organizmu pochodzi wyszukana sekwencja i jakiego jest typu (RNA, DNA)?

B. Co koduje? lle par zasad zawiera?

C. Jakie jest potozenie promotora? W ktérym miejscu rozpoczyna si¢ transkrypcja?

D. Ile sekwencji kodujacych zawiera? Ktdéra koduje znane biatko?

objasnienia skrotow: RBS — Ribosome Binding Site, CDS — CoDing Segment

Zadanie 3

Wyszukaj informacje na temat sekwencji AF018430.
A. Z jakiego organizmu pochodzi?
B. Z jakim genem jest zwigzana? Czy zawiera peten gen?
C. Na ktorym chromosomie znajduje si¢ gen zawierajacy wyszukang sekwencje?
D. Ile réznych sekwencji zawartych w GenBank potrzeba do rekonstrukcji genu 1
sekwencji mRNA kodujacej biatko?
E. Ile r6znych wersji mRNA powstaje w wyniku alternatywnego splicingu. Jakie sg ich
produkty biatkowe?
F. Jaki fragment wyszukanej sekwencji to ekson? Czy wystepuje on w obu wersjach
CDS?
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Oznaczenia: znak ,,<” na poczqtku formuty dotyczqcej opisu sekwencji danego obicktu
(gene, mRNA) oznacza, ze gen moze zaczqc¢ sie prze oznaczong pozycjq, znak ,,>" na

koncu formuly oznacza, ze gen moze rozciggac sie za oznaczong pozycje.

Zadanie 4
Wyszukaj informacj¢ na temat sekwencji AB001981. Odpowiedz na pytania:
A. Z jakiego organizmu pochodzi sekwencja?
B. Ile genow zawiera sekwencja? Jakie biatka kodujg te geny?
C. lle eksonow zawiera kazdy z genéw? Jakim fragmentom sekwencji odpowiadaja?
D. Jaka trojka nukleotydowg zaczyna si¢ i konczy kazdy z regionow CDS?
E. Obejrzyj sekwencj¢ w modzie graficznym.

Zadanie 5
Wyszukaj informacje dotyczace genu kodujacego ludzka insuling. Przy konstrukcji zapytania
uzyj odpowiednich tagéw lub ogranicz wyszukiwanie do konkretnych obszarow. Pomocny
moze by¢ opis obszarOw wyszukiwania 1 odpowiadajacych im tagow (kliknij na zaktadke
HELP na sronie GenBank i wyszukaj Search Field).
Odpowiedz na pytania:
A. Z ilu sekwencji zdeponowanych w bazie GenBank sktada si¢ poszukiwany gen? Jakie
sg ich numery ID (ACCESSION)? Ktore nukleotydy tworza gen?
B. Jaki jest numer ID poszukiwanego genu?
C. Na ktorym chromosomie lezy gen inuliny?
D. Co mozesz powiedzie¢ o modyfikacjach postranslacyjnych pierwotnego produktu
biatkowego na podstawie opisu genu?

Sprawd?z jakie informacje dotyczace budowy ludzkiej insuliny dostepne sg bazie Uniprot.

Zadanie 6

Znajdz pelnej ditugosci sekwencj¢ cDNA (mRNA) kodujaca dehydrogenaz¢ GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) z =zarodzca sierpowego (Plazmodium
falciparum; pierwotniak wywotujgcy malarie u ludzi).

Ile par zasad zawiera? Na ktorym chromosomie lezy odpowiadajacy jej gen?
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VI. BAZY MIEJSC FUNKCYJNYCH, MOTYWOW, DOMEN I RODZIN
BIALKOWYCH

1. PROSITE
(http://expasy.org/prosite/; user manual: http://expasy.org/prosite/prosuser.html)

Zadanie 1
Wejdz na strong EXPASY (http://expasy.org/). Wybierz ScanProsite w Tools&Software lub

PROSITE (w Databases) i wejdz w ScanProsite. Wpisz P12259 w okienku po lewej stronie
(Swiss-Prot accession numer), odhacz “Exclude motifs with a high probability of occurrence”,
zaznacz Do not scan profiles” i wcisnij START THE SCAN.
A.Jakiego biatka dotyczy wyszukana sekwencja?
B.Ile uzyskatas/es wszystkich wynikow wyszukiwania? Ile wsréd nich to motywy o
wysokim prawdopodobienstwie wystepowania?
C.Jakie charakterystyczne motywy zostaly zidentyfikowane dla naszej sekwencji? Jesli
istnieja, obejrzyj ich struktur¢ 3D
D. Jakie domeny zawiera i do jakiej rodziny bialek nalezy?
E. Jaka wyglada wzor sekwencyjny dla motywu Coagulation factors 5/8 type C domain
(FA58C) signature 1?
Oznaczenia: x — dowolny aminokwas, [] — r6znorodnos¢, () — powtorzenia, {} —wykluczenie
F. Przyjrzyj si¢ motywowi dotyczacemu N-myristoylation site. Czy jest mozliwe, by

motyw ten znajdowal si¢ w naszej sekwencji?

Zadanie 2
Przeprowadz w PROSITE wyszukiwanie profili i wzorow (patterns) dla ponizszej sekwencji

(zaznacz ,,Exclude motifs with a high probability of occurrence”):

MERCGAVVSCVFAVILVLOQLGLTPIMAQQEQQIGIAGKEVILSCKAINNQKDGTCTWKYK
YKEVSSTIISFSKAQVFKGKAPMTHRSELNSNSKKLKVSDLSLDDAGIYTCACYSPVVSI
SLHVFKLTISSNGHFLTNEDLELTLMONSSHSQPHLSIKLENINNDIVTTEILQEEAPQK
YILKLKQLKAIDSGTWMCHVYSNSPSINONISFDVKVLGFEKERLEITIYTTVGNTAILSW
RLNFRKIKWKEGFTGKLNWEPQGNTAIHELLNFSVTTHQELHKTKKSNHIWFEISEGKTD
GTMDVKIPKVQLNHSGQYKCQLEINGRRTESVRALVVMQVTATIPAGPLSRGGKMTLLCQV
SGPLPSNAHLLWERVNGTQOMEMKKSKQHEAKVEVNVSAPGLWNCHLVEDNNKKISLNYTV
EEAHVWNSYAVIGIIIGASVLVIGLACMCIITGMRWQRRRKRARRMAQAKQYLLEKKTCQ
CORRMYK

A. Jaka domeng¢/domeny zostaly zidentyfikowane dla powyzszej sekwencji? Czy

wystepuja w nich mostki disiarczkowe? Jedli tak, to miedzy ktérymi aminokwasami?
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Wejdz do opisu profilu. Co na ich podstawie mozesz powiedzie¢ 0 poszukiwanym
biatku?

Uzywajac bazy UniProt zidentyfikuj powyzsza sekwencje. Jakiego biatka dotyczy? Z
jakiego pochodzi organizmu?

Uzywajac bazy PROSITE odpowiedz, jak wiele ludzkich bialek zawiera domeng
zidentyfikowang w punkcie A) powtdrzona co najmniej czterokrotnie? Przy
wyszukiwaniu postuz si¢ charakterystycznym numerem profilu (ACCESSION
NUMBER), zastosuj odpowiedni filtr (TAXONOMY - homo sapiens), a w czeSci

,output” w ,, Show only sequences with at least ___ hit(s)” wpisz odpowiednig liczbe

2. INTERPRO (http://www.ebi.ac.uk/interpro/)

Zadanie 1

Wejdz na strong InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/)

A. Jakie bazy mozesz przeszukiwac? Wskazoéwka: wejdz w zaktadke InterPro Scan

B. Wpisz w okienku wyszukiwania O15075 (UniProt accession numer). lle réznych

pozycji bazy InterPro (ale nie indywidualnych sygnatur) otrzymatas/es? Ile domen

mozesz wyrdzni¢ w sekwencji?

C. Kliknij na link IPR000719, aby zobaczy¢ opis dotyczacy tej pozycji. Jak jest nazwa

domeny? Ile i jakie sygnatury sktadaja si¢ na t¢ domeng¢? W ilu biatkach wystepuja te

sygnatury? W jakiego typu organizmach wystepuje ta domena?

D. Wr6¢ na strong z wynikami wyszukiwania i przejdz do czesci Structural Features.

Dla jakiego fragmentu biatka znana jest struktura 3D? Jakiej domenie odpowiada?

E. Obejrzyj t¢ domeng uzywajac AstexViewer (ikonka (= przy strukturze domeny w

SCOP lub CATCH). Jaka jest struktura drugorzedowa domeny? Ile widzisz ligandow

1jakie? Z jakimi residuami tworza wigzania wodorowe?

Zadanie 2

Uzywajac InterPro Scan wyszukaj charakterystyczne motywy w ponizej sekwencji:

MDVESFGQGN
IALERSLONV
TSSILHLCAT
RSDPDACTIS
SLGTSSAPPP
SKEHLPLPSE
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FFIVALVLPEF CESSCHMPAL LGAIINWLGY SNSLLNPVIY AYEFNKDEFQNA FKKIIKCKEC
R

A. Okresl, ktore pozycje bazy InterPro dotycza domen, rodzin, miejsc itp. Jakie sg
powigzania mi¢dzy nimi?
B. W ilu sekwencjach wystepuja? W jakich organizmach?

C. Ktora z pozycji jest najbardziej specyficzna?

VIl. BAZY STRUKTUR MOLEKULARNYCH - PROTEIN DATA BANK (PDB))
http://www.pdb.org/pdb/home/home.do

Zadanie 1
Whpisz w okienku wyszukiwania kod PDB 3CLN.
A. Jakiego bialtka z jakiego organizmu dotyczy wyszukana struktura?
B. Jaka metoda i z jakg rozdzielczoscig zostata wyznaczona?
C. Ile tancuchow polipeptydowych zawiera? Czy zawiera ligandy?
D. Obejrzyj jej file PDB. Kiedy struktura trafita do bazy? Jaka funkcje pelni biatko,
ktorego strukture ogladasz? Z jakich czgsci sktada sie file PDB?
E. Na stronie glownej PDB znajdz link do ,,przewodnika po PDB File” (Tools => File

Formats => PDB File Format => http://www.wwpdb.org/docs.html).

F. Czy z komentarzy wynika, ze bialko wiaze jony wapnia? Wskazowka: przeczytaj
REMARK 800.

G. Ile jonéw wapnia i czasteczek wody wystepuje w strukturze? Wskazowka: patrz HET,
FORMUL, HETATM. Sprawdz w opisie filu PDB co doktadnie znaczg te noty.

H. Ktore reszty aminokwasowe biorg udzial w wigzaniu jonéw wapnia? Czy potrafisz
zidentyfikowa¢ atomy biorgce udzial w tych wigzaniach? Jakie sg odleglo$ci miedzy
atomami biatka a jonami wapnia? Wskazowka: patrz LINK i SITE.

I. Duzg cze$é filu PDB zajmuje szczegotowy opis wspotrzednych atomowych (ATOM).
Wyjasnij znaczenie poszczegdlnych pozycji linii opisu.

J. Dlaczego lista wspotrzednych atomowych biatka zawiera residua 5-147 (ATOM), a
cze$¢ sekwencyjna 1-148 (SEQRES)? Wskazowka: przeczytaj REMARK 465.

Zadanie 2
Whpisz w okienku wyszukiwania kod PDB 1CFC.

TRsoue™
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A. Jakiego biatka z jakiego organizmu dotyczy wyszukana struktura?

w0

Jaka metodg zostala wyznaczona?

C. Ile zawiera roznych konformerow? Obejrzyj te konformery. Ktory fragment tancucha

jest ,,sztywny”, a ktoéry ,,ruchliwy”?

D. Obejrzyj file PDB (moze by¢ sam ,,header”)
Zadanie 3
Poréwnaj powyzsze struktury kalmoduliny. Wskazowka: Uzyj zaktadki Compare Structures
w Tools.
Zadanie 4
Znajdz wszystkie struktury ludzkiej trypsyny (wpisz w okienko wyszukiwania: human
trypsin).

A. Tle struktur otrzymatas/e$? Czy wszystkie dotycza trypsyny czlowieka?

B.

PrzeprowadZz wyszukiwanie wpisujac nazwe¢ enzymu w cudzystowie (,,human
trypsin”). Ile struktur zostalo znalezionych tym razem? Zidentyfikuj numer EC
trypsyny

Przeprowadz wyszukiwanie zaawansowane (Advanced Search) struktur ludzkiej
trypsyny postugujac si¢ numerem EC enzymu i nazwg organizmu, z ktdrego pochodzi
(homo sapiens). Ile tym razem struktur otrzymatas/es? Wytlumacz dlaczego w

poprzednim wyszukiwaniu bylo ich mnie;.

. Wejdz do opisu struktury 1TRN. Czy wystepuja w niej ligandy? A zmodyfikowane

aminokwasy? Obejrzy] jak wygladaja. Ile lancuchow polipeptydowych zawiera
struktura? Jakiej s dtugosci?

Obejrzyj wykres Ramachandrana dla tej struktury. Co mozesz powiedzie¢ o jakosci
ogladanej struktury na jego podstawie? Wskazowka: wejdz w zaktadke Geometry.
Przejdz do filu PDB. Ile zmodyfikowanych reszt wystepuje w strukturze? Podaj ich

numery.

. Ille mostkow disiarczkowych zaobserwowano w strukturze? Czy lacza ze soba

poszczegodlne tancuchy? Wskazowka: patrz SSBOND

VIll. PYMOL - PROGRAM DO WIZUALIZACJI STRUKTUR MOLEKULARNYCH

Projekt

KAPITAL LUDZKI & o URopE IS
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Pymol manual: http://pymol.sourceforge.net/html/

Pymol Wiki: www.pymolwiki.org/

1. Uruchamianie programu PyMOL i ,,$ciaganie” zbioru PDB

Zadanie 1
W bazie PDB znajdz strukture 2biw i zapamigtaj ja w formacie *.pdb (na dysku sieciowym).

Ile tancuchoéw polipeptydowych zawiera ta struktura?

Zadanie 2

Otworz PyMOL dwukrotnie klikajac na jego ikonkg.

Wpisz komende¢ log_open log-file-name.pml, by zapamigta¢ sesj¢ w postaci skryptu.
Komendy mozesz wpisywaé zarowno biato-szarym oknie (external GUI — Graphical User

Interface), jak i w czarnym oknie (PyMol Viewer)

Zadanie 3
Zataduj file PDB zapamigtany w zadaniu 1, wybierajac File => Open na pasku menu gornego

okienka (external GUI — Graphical User Interface).

2. Manipulacje na czasteczce (przesuwanie, obracanie, zmienianie reprezentacji,

kolorowanie)

Zadanie 1
Wyprobuj zastosowanie poszczegdlnych przyciskow myszy do obracania, przesuwania,

powigkszania i pomniejszania czasteczki.

Zadanie 2
Przetestuj rézne sposoby przedstawiania czasteczki postugujac si¢ przyciskami S/H
wewnetrznego interfejsu graficznego (internal GUI) oraz poprzez napisanie odpowiednich

komend (hide/show representation).

Zadanie 3
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Przedstaw czasteczke w reprezentacji cartoon. Pokoloruj poszczegdlne elementy struktury
drugorzedowej na inne kolory: helisy na zielono, beta-kartki na czerwono, skrety na zolto.

Uzyj komendy color.

Zadanie 4
Wyprébuj rézne sposoby rysowania a-helis, B-kartek oraz petli. Uzyj przyciskow Settings =>

Cartoon

Zadanie 5
Zmien kolor tla na biaty postugujgc si¢ przyciskami Display => Background, a nastepnie

znow na czarny uzywajac komendy bg_color color-name.

Zadanie 6
Pokoloruj kazdy z tancuchow na inny kolor: tancuch A — na czerwono, B — na cyjan, C — na

z6tto, D — na zielono

3. Wyodrebnianie fragmentow czasteczKi i tworzenie nowych obiektéow

Zadanie 1
W kazdym z tancuchow wyodrebnij fragment odpowiadajacy aminokwasom od 150 do 250.
Nadaj mu nazwe frag. Skorzystaj z komendy select. Pokoloruj wybrany fragment na r6zowo i

przedstaw w reprezentacji sticks.

Zadanie 2

Wybierz ten sam fragment, ale tylko w tancuchu A. Nazwij go frag_A. Definiujac ,,selekcje”

skorzystaj z kwantyfikatorow logicznych lub z ponizej zdefiniowanych hierarchicznych

konstrukcji (macra):
/object-name/segi-indentyfier/chain-identyfier/resi-identyfier/name-identyfier lub
object-name/segi-indentyfier/chain-identyfier/resi-identyfier/name-identyfier

Druga opcja (macra) jest bardzo przydatna przy skomplikowanych selekcjach, np.,:

select pept and segi lig and chain b and resi 142 and name ca = select /pept/lig/b/142/ca
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Obecnos¢ lub brak ,,/” na poczatku determinuje sposoéb odczytania macra — ze slash-em
czytane jest ,,od gory” hierarchii (pierwsze wyrazenie za ,,/” t0 nazwa obiektu), bez slash-a —

,,0d dotu” hierarchii (wiecej szczegdtow znajdziesz w manualu).

Zadanie 3
Pokoloruj wybrany fragment tancucha A na bialo, przedstaw w postaci powierzchni i

powicksz (zoom selection-name).

Zadanie 4
Sprawdz w bazie PDB jakie ligandy i w jakiej iloSci wystepuja w ogladanej strukturze.
Znajdz w filu pdb odpowiadajace im identyfikatory i numery.

Zadanie 4
Utworz nowy obiekt o nazwie ligand, zawierajacy czasteczki karotenolu (komenda create),
przedstaw je w postaci sfer i pokoloruj na odpowiedni, kontrastujacy kolor. Pokoloruj atomy

zelaza na wybrany kolor 1 przedstaw je w postaci sfer. Zapamigtaj sesje.

4. Analiza miejsca aktywnego

Zadanie 1
Sprawdz w filu pdb, ktdore reszty aminokwasowe i czgsteczki wody tworza miejsce wigzace

karotenol w tancuchu B. Wyodrebnij je, nadajac nazwe active_B.

Zadanie 2

Sporzadz rysunek zawierajacy miejsce aktywne tancucha B (tylko reszty miejsca aktywnego
i ligand). Przedstaw je w reprezentacji sticks. Pokoloruj reszty ,by element”,

a ligand tak, by dobrze kontrastowat z biatkiem.

Zadanie 3

Przypisz etykietki z nazwami reszt miejsca aktywnego (przycisk L — label)
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Zadanie 4

Korzystajac z przyciskow Wizard => Measurement zmierz odlegtosci migdzy wybranymi,
nie polagczonymi wigzaniami kowalencyjnymi, atomami miejsca aktywnego. Postaraj si¢
znalez¢ najblizsze kontakty. Jaka jest odlegtos¢ miedzy tlenem grupy OH Tyr 322 a weglem

C30 karotenolu?

5. Sporzadzenie rysunkéw dobrej jakosci i zapamietanie

Zadanie 1

Wykonaj rysunek przedstawiajacy czasteczke 2BIW. Przedstaw biatko w reprezentacji
cartoon, kazdy z tancuchéw w innym kolorze, a ligandy (30N i Fe) jako sfery odpowiednio
pokolorowane. Zmien tlo na biate. Przed zapamig¢taniem (File => Save Image As => PNG),
popraw jakos¢ rysunku uzywajac komendy ray (np. ray 2000,2000).

Przed przystgpieniem do kolejnego zadania, mozesz zapamigta¢ obecng orientacje
przestrzenng wciskajac Scene => Store => Fi (przywotanie zapamigtanej orientacji Scene =>
Recall => Fi).

Zadanie 2

Wykonaj wizualizacj¢ miejsca aktywnego (moze by¢ dla tancucha B). Przedstaw reszty
miejsca aktywnego oraz czasteczke ligandu tak jak w zadaniu 1, a pozostala czes¢ tancucha
biatkowego w reprezentacji cartoon. Zmien kolor tta na biaty. Pokoloruj odpowiednio
poszczegolne elementy. Komenda zoom active B pozwoli Ci umieéci¢ atomy miejsca
aktywnego posrodku okienka w odpowiednim powiekszeniu (mozesz skorzysta¢ z przycisku
A => zoom przy selekcji active_B). Mozesz umiesci¢ niektore odlegto$ci migdzyatomowe.

Przed zapamigtaniem grafiki, popraw jej jakos$¢. Zapamigtaj sesje.

IX. QTIPLOT - PROGRAM DO ANALIZY | WIZUALIZACJI DANYCH
(linuksowy odpowiednik programu ORIGIN)

Zadanie 1
Otworz program QtiPlot. Uzywajac opcji Import ASCII (zaktadka File =>Import) wczytaj
dane dotyczace pomiaré6w absorpcji $wiatta laserowego przez szklane filtry (dane

otrzymatas$/e$ emailem, znajdziesz je takze w Tabeli 1 na koncu). Nazwij odpowiednie
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kolumny tak jak w tabeli 1, a jednostki wpisz jako Comment. Przypisz kolumnom ich
»przeznaczenie” (X, y, dx, dy). Zmian tych mozesz dokona¢ klikajac na nagldwek z nazwa

kolumny lub Table => Column Options. Zapamigtaj projekt (File => Save Project As).

Zadanie 2
Zaktadajac, ze na powierzchni filtra odbija si¢ ok. 4% promieniowania, oblicz warto$¢
absorbancji i jej niepewnosci dla kazdego z filtrow. Pomocne beda zaktadki Table => Add

Column oraz Table => Set Column Values.

Zadanie 3

Wykonaj wykres A(l) (absorbancja w funkcji grubosci filtra) w postaci niepotaczonych
punktow (Plot => Scatter). Nanie$ na wykres roéwniez niepewno$ci absorbancji (Graph =>
Add Error Bars). Nazwij odpowiednio osie, dobierz skalg, znaczniki przedzialow na osiach

skieruj do wngtrza, wybierz kroj i kolor punktow, zatytutuj rysunek. Zapamigtaj projekt.

Zadanie 4
Do danych doswiadczalnych dopasuj zalezno$¢ liniowa (Analysis => Fit Linear). Zmien
kolor, krdj 1 grubo$¢ linii. Umie$¢ na rysunku w czytelnej formie parametry dopasowania

prostej (Graph => Add Text). Usun legend¢. Zapamigtaj projekt.

Zadanie 5

Wyprowadz zalezno$¢ taczacg U/(0,96*Up) 1 |. Dopasuj ja do danych doswiadczalnych.
Najpierw stworz nowg kolumne, zawierajacg wartosci doswiadczalne U/(0,96*Up). Wykonaj
wykres U/(0,96*Uy) w funkcji . Nastepnie zdefiniuj funkcje, ktorg chcesz dopasowaé
(Analysis => Fit Wizard, Category => User defined, Save), zaznacz ,, Fit with selected user
function” i przejdz do ,, Fitting Session”. Wprowadz startowe warto$ci parametrow, sprawdz

czy podates$ dobre dane do dopasowania i wcisnij ,, Fit”. Popraw i zapamigtaj rysunek.

Tabela 1
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Zaleznos¢ napiecia na fotodiodzie U po przejsciu wigzki lasera przez szklany filtr w funkcji
grubosci filtra |. U to napigcie zmierzone przed umieszczeniem danego filtra w wigzce lasera,
Uyo | Uy to odpowiednio niepewnosci Ug i U.

Imm]  Uo[V] uwl[V] U[V] uwlV]

1,03 6,85 0,155 3,49 0,05095
2,5 6,88 0,155 1,49 0,02208
3,86 6,87 0,155 0,664 0,01016
4,82 6,85 0,155 0,402 0,00638
6,56 6,85 0,155 0,1482  0,00272
1,7 6,85 0,155 0,0737  0,00164
8,73 6,58 0,155 0,0386  0,00113
10,2 6,99 0,155 0,0165 8,15507E-4
11,38 6,59 0,155 0,0085  7,00037E-4
12,52 6,58 0,155 0,0046  6,43746E-4

Napigcie na fotodiodzie (odczytane za pomocag woltomierza) jest wprost
proporcjonalne do nat¢zenia $wiatta padajacego na fotodiode => Uo/U = l¢/l, gdzie Iy to
nat¢zenie Swiatla padajacego, a | — nat¢zenie Swiatla po przejsciu przez filtr.

Prawo Lamberta-Beera opisuje pochtanianie promieniowania elektromagnetycznego
przy przechodzeniu przez osrodek absorbujacy:

log(lo/l) = A = acl
gdzie A = log(lo/l) to wielko$¢ zwana absorbancjg, o — wspoOtczynnik absorpcji, a ¢ —

koncentracja substancji absorbujace;.
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http://pl.wikipedia.org/wiki/Promieniowanie_elektromagnetyczne

