Odpowiedz do zadania 1

Po otwarciu podanego pliku w ApE nalezy wybra¢é w menu ORFs>Find Next, a nastepnie
ORFs>Translate...

Sekwencja aminokwasowa kalmoduliny:
MADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKD
TDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVQMMTAK

Na stronie bazy danych Pfam nalezy wybra¢ zaktadke SEQUENCE SEARCH i wklei¢ powyisza
sekwencje. Okazuje sie, ze w sekwencji kalmoduliny znajdujg sie dwie domeny EF-hand 7. Po kliknieciu na
nazwe domeny mozemy przeczytac, ze jest to domena, ktéra znajduje sie w biatkach wigzgcych jony wapnia.
Na dole strony znajduje sie lista biatek wystepujacych w organizmie cztowieka zawierajgcych te domene.

W plikach L 1.ape i P_1.ape znajdujg sie przyktadowe sekwencje starteréw, ktére mogg byc
wykorzystane do stworzenia konstruktu do wyrazania biatka ze znacznikiem na koncu N. Sekwencja
konstruktu znajduje sie w pliku konstrukt_1.ape. Do klonowania wykorzystano enzymy Ndel i Xhol.

W plikach L 2.ape i P_2.ape znajdujg sie przyktadowe sekwencje starteréw, ktére mogg byc
wykorzystane do stworzenia konstruktu do wyrazania biatka ze znacznikiem na koncu C. Sekwencja
konstruktu znajduje sie w pliku konstrukt_2.ape. Do klonowania wykorzystano enzymy Ncol i Xhol.
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Sekwencja aminokwasowa znacznika z wektora pMAL:
MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAE
ITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFT
WPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNID
TSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELVKDP
RIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRISHMSMGG
RDIVDGSEFPAGN

Po wejsciu na strone programu BLAST nalezy wybrac Protein BLAST, aby sekwencjg aminokwasowa
przeszuka¢ baze danych sekwencji aminokwasowych. Wiekszos$¢ sposréd 100 najbardziej podobnych do
interesujgcej nas sekwencji jest identyczna na niemal catej dtugosci. Jedyna rdéznica polega na tym, ze nasza
sekwencja jest dodatkowo wyposazona w krotki dodatkowy fragment na koricu C. Te sekwencje sg opisane
jako biatko maltose/maltodextrin ABC transporter substrate-binding protein MalE z Escherichia coli.
Po wpisaniu tej frazy do wyszukiwarki UniProtKB odnajdujemy biatko o nazwie Maltose/maltodextrin-binding
periplasmic protein (MBP) kodowane przez MalE z E. coli. Ma sekwencje niemal identyczng do kodowanej
przez gen z wektora pMAL, rézni sie tylko krétkim fragmentem na koncu C. Z opisu mozna dowiedzie¢ sie,
ze biatko uczestniczy w transporcie maltozy i maltodekstryny, i ze z duzym powinowactwem wigze maltoze
oraz maltotrioze. Ta wtasciwos$¢ moze by¢ wykorzystana przy oczyszczaniu biatka metodg chromatografii
powinowactwa. Biatko ze znacznikiem MBP moze wigzac¢ sie ze ztozem z unieruchomiong maltozg (chociaz
w praktyce wykorzystuje sie ztoze z amylozg), zosta¢ oddzielone od pozostatych biatek z komérki bakteryjnej,
a nastepnie poddane elucji buforem zawierajgcym wysokie stezenie maltozy.
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Oczywiscie odpowied? na to pytanie zmienia sie co miesigc.

Czasteczka miesigca w lutym 2019, kiedy powstawat ten informator, byt czynnik inicjujgcy translacje
elF4E. Jest to jeden z elementow tworzgcych duzy kompleks inicjujacy translacje sktadajgcy sie z mRNA,
rybosomow i tRNA. Rolg elFAE jest rozpoznanie zmodyfikowane] reszty guanidynowej znajdujacej sie
na koncu 5’ czgsteczki mRNA, czyli tzw. czapeczki (ang. cap) i rozpoczecie powstawania reszty kompleksu.
Moze petni¢ te funkcje, poniewaz sktada sie z dwdch elementéw: domeny wigzgcej czapeczke i diugiego
gietkiego tancucha, za pomoca ktérego oddziatuje z réwnie gietkim fragmentem elF4G, innym czynnikiem
inicjujgcym translacje, do ktdrego nastepnie przytgczajg sie kolejne elementy kompleksu.



