Biologicka olympiada Rocnik: 58. Skolsky rok: 2023/2024
Kolo: Celostatne

Kategoria: A

Teoreticko-prakticka cast

Prakticka uloha ¢. 2

Téma: VYVOJ LIEKU NA MALARIU

Pomécky:
Pocitac¢ s nainstalovanym programom BioEdit a stabilnym pripojenim k internetu.

Uvod:

Jednou z oblasti biologie, ktora sa v modernej dobe dostava stale viac do popredia je
bioinformatika. Bioinformatika sa zaobera metédami na zhromazdovanie, analyzua
vizualizaciu rozsiahlych suborov biologickych dat. Opiera sa najma o vedomosti z oblasti
molekuldrnej biol6gie, genetiky a na druhej strane teoretickej informatiky. Kedze velka
vacsina z vas ma pravdepodobne zatial' len velmi malé skisenosti s tymito oblastami,
budeme sa snazit vdm toho ¢o najviac vysvetlit v ramci teoretického popisu pri jednotlivych
Castiach. Taktiez sme si pre vas pripravili slovnicek niektorych pojmov, ktoré sa budu
pouzivat v tejto Ulohe a je vhodné, aby ste im rozumeli. Vyuzivanie internetu na iné Gcely, ako
od vas priamo vyzadujeme v ulohdach, je prisne zakazané. Aj ked' si v praxi bioinformatici
Castokrat pomahaju dohladavanim informacii, my chceme otestovat aj vase biologické
znalosti a preto, ak budete odhaleny pri podvadzani, moze to viest k diskvalifikacii z celej
sutaze.

Zadanie sme pre vas pripravili aj v papierovej forme, aj ako PDF subor ulozeny na ploche
v pocitaci. Je na vas, s ktorou formou sa vam bude pracovat lepsie, avSak pri niektorych
Ulohach (otvorenie linku, kopirovanie, ...) budete musiet pouzit prave subor z pocitaca.
Naopak, vase finalne riesenia doplite do papierovej formy, pretoZe ti budeme my opravovat.

Bioinformatické nastroje aprogramy su v modernej dobe, bohuzial, skoro vyhradne
v anglictine. Aj ked' vieme, Ze vacsina z vas anglictinu ovlada urcite dostatoCne na to, aby ste
nemali problém s takymito nastrojmi pracovat, nechceme znevyhodnit tych, ktorym by robila
problém. Preto sme sa snazili Ulohy zostrojit tak, aby ste jej znalost potrebovali ¢o najmene;.
NavySe sme pre vas do prehliadaca Google Chrome nainstalovali rozSirenie Google
Translate, pomocou ktorého si moZete prelozit ci uz jednotlivé slova alebo celé stranky. Toto
rozsirenie najdete vpravo hore po kliknuti na ikonku:

B



Pokial narazite v priebehu sutaZe na nejaky technicky problém (problém s internetom,
nefunkénost programu..) alebo problém s prekladom anglictiny, prihldste sa a my vam
prideme poméct.

Slovnik pojmov:

e DNA alebo deoxyribonukleova kyselina je polymér zlozeny z dvoch
polynukleotidovych retazcov, ktoré sa navzajom ovijaju a vytvaraju dvojita Spiralu.
DNA nesie genetické inStrukcie pre vyvoj, fungovanie, rast a reprodukciu vSetkych
znamych organizmov a mnohych virusov. Je ulozena v jadre.

e Nukleotid - jednotlivé retazce su zlozené z jednoduchsich monomérnych jednotiek
nazyvanych nukleotidy. Kazdy nukleotid sa sklada z jednej zo Styroch dusikatych baz
(cytozin [C], guanin [G], adenin [A] alebo tymin [T]), cukru nazyvaného deoxyribdza a
fosfatovej skupiny.

e Nukleotidova sekvencia — poradie nukleotidov, v akom sa nachadzaju na danom
vlakne (oznacené podla dusikatych baz, ktoré obsahuju jednotlivé nukleotidy)

e Zarovnanie (alignment) - sp6sob vzajomného usporiadania sekvencii DNA, RNA
alebo proteinu, ktoré slizi na identifikaciu oblasti podobnosti, ktoré mézu byt
désledkom funkénych, strukturdlnych alebo evolu¢nych vztahov medzi sekvenciami.

e Databaza (proteinov) — subor informacii (o proteinoch), ktoré boli zhromaZzdené a st
volne dostupné pre verejnost.

e Kodon - sekvencia troch nukleotidov, ktoré urcuju zaradenie konkrétnej
aminokyseliny do polypeptidového retazca (viac v texte).

e Aminokyselina — organicka zluc¢enina, ktora predstavuje zakladnu stavebnu zlozku
proteinov

e Polypeptid — vlakno tvorené aminokyselinami, z ktorého postupnymi Upravami
vznikne vysledny protein

e Ligand - malad molekula interagujuca s proteinom a spustajlca reakciu/zmenu
konformacie a pod.

Prakticka cast:

Malaria je velmi vaznym ochorenim s vysokou prevalenciou najma v rovnikovej Afrike,
prenasanym komarmi rodu Anopheles. Toto ochorenie je sposobené prvokmi rodu
Plasmodium, vazny priebeh ochorenia je asociovany s infekciou najma druhom P
falciparum. V nasledujucej ulohe pomocou bioinformatickych metéd zistite informacie o
proteine z P falciparum, ktory moze byt cielom pre antimalarikd. Ide o enzym
dihydroorotat-dehydrogenazu (DHODH). Ndasledne identifikujete doélezité miesta tohto
enzymu, na ktoré mozno pri vyvoji lieCiva cielit a nakoniec otestujete rozne latky, ktoré moézu
mat antimalaricky potencial a vyhodnotite ich interakciu s enzymom.

Aby sme mohli s proteinom DHODH pracovat, potrebujeme jeho sekvenciu. Tu ziskame z
niektorej z mnohych databaz proteinov, medzi najznamejsie z nich patri UniProt:

https://www.uniprot.org

V tejto databaze vSak okrem sekvencie najdeme aj mnozstvo uzitocnych informacii o naSom
proteine.


https://www.uniprot.org/

Uloha 1
Vyhladajte v databdze UniProt protein DHODH z P falciparum (pouzite kltcové slova).
Vyhladévanie by vdm malo pontknut niekolko vysledkov. Dalej budete pracovat s proteinom,
ktory je kddovany génom s nazvom PFF0160c.

a) Napiste identifikacny kod (Accession) tohto proteinu.

b) Ak4 je dizka tohto proteinu (po&et aminokyselin)?

PO VYPRACOVANI TEJTO ULOHY PRIVOLAJTE DOZOR NA KONTROLU!

Uloha 2
Pomocou informacii v databaze UniProt odpovedzte na nasledujuce otazky:
2.1 Kolko dvojitych vazieb uhlik-uhlik obsahuje oxidovany produkt katalytickej
reakcie tohto enzymu?

2.2 Aka molekula je kofaktorom tohto enzymu?

2.3 V ktorej Casti bunky je lokalizovany tento enzym?
a) jadro
b) membrana mitochondrie
c) lyzozém
d) cytoplazma
2.4 Bola zistena Struktura tohto proteinu? Ak ano, akou metédou?

Uloha 3
Zamyslite sa, ako moéze inhibicia tohto enzymu prispiet k liecbe malarie a vyberte spravnu
moznost (opat vam mozu pomoct informécie v UniProte).
a) DHODH sa priamo zucastrhuje prenosu proténov na vnutornej membréne
mitochondrie, jeho inhibicia by mala za désledok inhibiciu tvorby ATP.
b) DHODH zabezpecuje tvorbu pyrimidinovych baz, jeho inhibicia by negativne
ovplyvnila replikaciu a transkripciu genému parazita.
c) DHODH zabezpecuje tvorbu pyrimidinovych béz, jeho inhibicia by negativne
ovplyvnila najma pohyb parazita prostrednictvom aktinovych filamentov.

Dozvedeli ste sa nieCo o nasom proteine, teraz je Cas aplikovat nejaké bioinformatické
ndstroje. Stiahnite aminokyselinovu sekvenciu proteinu vo FASTA formate (tento format sa v
bioinformatike pouziva velmi Casto, sklada sa z nazvu sekvencie v prvom riadku za znakom
,>" anasledne zo samotnej sekvencie uvedenej v dalSom riadku). Mézete tak urobit priamo v



UniProte. Kliknite na Download, v poli Dataset vyberte ,Entry“ a v poli Format vyberte FASTA
(canonical).

4. Download

Aby sme dokdzali nase lieCivo dostatocne zacielit, zabezpecit jeho vysoku selektivituy,
potrebujeme identifikovat, ¢im sa tento protein liSi od ludského variantu enzymu DHODH. Na
tento Ucel ndm poslazi zarovnanie (alignment) sekvencii tohto enzymu ludského variantu a
variantu z P. falciparum.

Uloha 4

Vlozte aminokyselinovu sekvenciu vo FASTA formate do predinstalovaného programu
BioEdit. Po otvoreni programu zvolte File a New Alignment. Skopirujte celi sekvenciu
z FASTA suboruy, ktory ste stiahli z UniProtu (Ctrl+C, aj s nazvom!) a importujte ju do BioEditu
zvolenim Import from Clipboard v okienku File. (Mbze sa stat, Ze sekvenciu neuvidite hned
celd - toto je iba dosledok pomalého zobrazovania v programe BioEdit.)

Teraz skuste v databaze UniProt ndjst ludsku variantu enzymu DHODH (takisto pouzite
klucové slovd). Kliknite na Reviewed (SwissProt) v l'avej Casti okna, aby ste vyfiltrovali len
Struktdry, ktoré su overené.

Status

Reviewed (Swiss-Prot)

Vyberte jediny ludsky protein DHODH, ktory po tomto filtrovani ostal, stiahnite jeho
aminokyselinovl sekvenciu (rovnako, ako ste to urobili vyssie pre P. falciparum DHODH) a
tiez ju importujte do programu BioEdit.

. Aky je rozdiel v dizke (podte aminokyselin) ludského proteinu a proteinu z
P. falciparum?

Teraz kliknite na nazvy sekvencii (Ctrl+klik lavym tlacidlom mysi) tak, aby boli obe
zvyraznené na Cierno a na hornej liSte zvolte Accessory Application a ClustalW Multiple
alignment. Ponechajte vSetky nastavenia ako su a kliknite na Run ClustalW. (Ak sa vam otvori
informativne okno, ktorého text zacCina s ,A log file is being generated...", zavrite ho stlacenim
,0k“.) Otvori sa vdm nové okno so zarovnanymi sekvenciami. Aby ste si ulahcili pracu a
zvyraznili zhody a podobnosti sekvencii, kliknite na tuto ikonku:
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A aby ste si zobrazili iba zhody sekvencii, ktoré budu vyznacené bodkou, kliknite na tuto
ikonku:

—_—
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(Pozn.: V&imnite si, Ze lavy stipec s ndzvami sekvencii sa da v programe BioEdit zvaé$ovat
a zmensovat potiahnutim za listu.)

Odpovedzte na nasledujuce otazky:
a) Ktory koniec proteinu parazita (N alebo C) by mohlo potencidlne lie¢ivo selektivne
rozpoznavat?

b) Na ktorom Useku (okrem koncového) je v sekvencii ludského enzymu pravdepodobne
rozsiahla delécia? (Pozor, udavajte poziciu vzhladom na cely alignment (zarovnanie),
NIE na niektoru zo sekvencii, napr. na P. falciparum.)

c) Aky je najdlhsi konzervovany usek (jeho sekvencia) medzi tymito dvomi sekvenciami?

d) Preco algoritmus oznacuje aminokyseliny V — valin, L — leucin a | — izoleucin ako
podobné? PreCo tak oznacuje aminokyseliny D — aspartat a E — glutamat?

Subory so stiahnutymi sekvenciami si nechajte otvorené alebo si ich skopirujte do
textového suboru. Budete ich potrebovat v dalSich ¢astiach ulohy.

Uz sme sa nieco dozvedeli o podobnosti ndasho enzymu s jeho ludskym variantom, teraz sa
pokusime zistit, ktoré ¢asti jeho sekvencie su konzervované naprie¢ viacerymi druhmi a na
zaklade toho identifikujeme, kam by mohlo nase liecivo cielit.

Uloha 5

Okrem P, falciparum u Cloveka spésobuje malariu aj niekolko dalSich druhov tohto parazita,
jednym z nich je P. knowlesi. Vyhladajte v prehliadaci, ktoré dalSie tri druhy Plasmodium
spbsobujuce malariu u ¢loveka a stiahnite z UniProtu proteinové sekvencie ich enzymu
DHODH (zvolte vzdy prvy vysledok, ktory vdm UniProt zobrazi po zadani do vyhladdvacieho
okienka ,plasmodium [druhové meno] dhodh®) tychto troch druhov (nemusite vyhl'adavat
sekvenciu P knowlesi).



I.  Napiste nazvy troch vybratych druhov a ku kazdému Accession kéd sekvencie, ktoru
ste zvolili.

II.  Importujte vybraté FASTA sekvencie do BioEditu rovnako ako v predchadzajucich
ulohach, vyberte opat pozitim Ctrl + klik sekvencie vybratych druhov a druhu P
falciparum, ktord ste uz pouzivali, neoznacujte vSak ludsku sekvenciu. Urobte
zarovanie (alignment) rovnako ako v predchadzajlcej Ulohe a vypracujte nasledujlice
podulohy:

a) Napiste poziciu troch najdlhSich konzervovanych oblasti naprie¢ vsSetkymi
sekvenciami. (Pozor, udavajte poziciu vzhladom na celé zarovnanie (alignment), NIE
na niektoru zo sekvencii, napr. na P, falciparum.)

b) Sekvencia ktorého druhu obsahuje najmenej medzier (gaps) v zarovnani (alignmente)
v porovnani s ostatnymi?

Uloha 6
Pridajte k sekvencidm aj sekvenciu ludského enzymu, urobte zarovnanie (alignment)
vSetkych sekvencii. Vyberte spravne moznosti:
a) Dva z troch Usekov sekvencie, ktoré boli konzervované (z predchadzajucej ulohy)
naprie¢ réznymi druhmi Plasmodium, sa zhoduju s danym usekom ludskej sekvencie.
b) Najvacsiu podobnost (pozor, podobnost, NIE zhodu) spomedzi v predchadzajlce;j
ulohe vybratych usekov s danym usekom ludskej sekvencie vykazuje najkratsi z
usekov.
c) Cim je sledovany usek sekvencie, na ktorl nie je vyvijany selekény tlak, dihsi, tym
vyssSia je teoretickd pravdepodobnost, Ze sa bude medzi réznymi druhmi lisit.
d) Najvyhodnejsie je pri vybere lieku cielit na najkratsi z vybratych konzervovanych
usekov proteinu.

Na odhad mozného ciela lieCiva nam moze posluzit znalost 3D Struktury tohto proteinu.
Priamo zo sekvencie ju dokaze odhadnut niekolko néstrojov, vy pouzijete Swiss-model.


http://swissmodel.expasy.org/

Uloha 7

Otvorte odkaz, stlaCte Start Modeling. Vlozte sekvenciu DHODH vo FASTA formate z P
falciparum do okna, ktoré vam ponuka Swiss-model a kliknite na Build model. Pockajte, kym
ndstroj vytvori niekolko modelov (moze to trvat niekolko mindt, ak je to dlhsie, privolajte
dozor) a odpovedzte na nasledujice otazky:

7.1 Tento nastroj vytvara modely na zaklade podobnosti so Strukturami v databaze. Akou
metddou bola ziskana Struktdra, na zaklade ktorej bol vytvoreny model, ktory pokryva
nasu sekvenciu najlepsie?

a) réntgenova (X-ray) krystalografia

b) poc¢itacové modelovanie (AlphaFold)
c) kryoelektréonova mikroskopia

d) cirkularny dichroizmus

7.2 Model vdm ponuka mnoZstvo moznosti, velmi dolezité je vediet, ako velmi si je
ndstroj isty svojim modelom. Aka aminokyselina a s akou pravdepodobnostou
(spolahlivostou) je podla modelu 1 na pozicii 151?

7.3 Na ktorej pozicii je podla modelu 2 cystein (C, Cys), ktory interaguje s produktom
(substratom) enzymatickej reakcie DHODH?
a) 175
b) 276
c) 321
d) 512
7.4 Z akého organizmu pochadza templat pre model, ktory pokryva najmensiu cast nasej
sekvencie?

Uloha 8
Najdlhsia konzervovana Cast sekvencie naprie¢ $tyrmi druhmi Plasmodium podla modelu 1
tvori:

a) Beta-barrel

b) Alfa-helix

c) Beta-otocku (beta-turn) a alfa-helix

Dostavame sa do findle, uz pozname konzervované Casti sekvencie nasho enzymu, pozname
jeho Strukturu a je nacase pozriet sa na jeho interakcie s potencialnymi liecivami.

Uloha 9

Na overenie interakcii ligandov (malych molekul interagujicich s proteinom ovplyviujtcich
jeho funkcie) s nasim proteinom pouzZijeme nastroj PLIP. Ten potrebuje na vyhodnotenie
Struktdru z databazy Struktir PDB. Bohuzial, nemozno pouzit model, ktory ste si v
predchadzajucej ulohe vytvorili. Identifikacny kod Struktdry enzymu DHODH, ktord pouzijete
je 614B. Tento kdd vlozte do okna, ktoré ponuka PLIP a stlacte Analyze. Dostanete ligandy,


https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index
https://www.rcsb.org/

ktoré interaguju s nasou $truktdrou. Dva z nich by vas nemali prekvapit. Pre jednoduchsiu
orientaciu v modeli si ho viete zobrazit v 3D kliknutim na tlacidlo v pravej dolnej Casti
okienka, kde je model zobrazeny.

Odpovedzte na nasledujlice otdzky (na vyhladavanie informdcii o ligandoch odporic¢ame
pouzit databazu chemickych latok PubChem, kde moZete najst vSetky potrebné informacie
na spravne vypracovanie uUlohy, takisto mézete pouzit tabulku so vzorcami aminokyselin,
ktoru ste dostali spolu so zadanim, a mozete pouzit aj vyhl'adavanie v prehliadaci):

9.1 Aka je molekulova hmotnost tretieho, pre vas zatial neznameho ligandu?

9.2 Co a pre¢o by pravdepodobne spésobila zdmena fenylalaninu za alanin na pozicii
188 v sekvencii enzymu?
a) doslo by k poruseniu m-interakcie ligandu s proteinom, pretoZe alanin nema
aromaticky bocny retazec
b) k zmene interakcie by pravdepodobne nedoslo, pretoze alanin a fenylalanin
su si Struktuarne vel'mi podobné
c) pravdepodobne by tdto zamena zapriCinila posilnenie interakcie ligandu
s proteinom, pretoze bocny retazec alaninu je schopny tvorit
s aromatickym jadrom ligandu kovalentnu vazbu
9.3 Aky atém ligandu interaguje vodikovymi vazbami s argininom?
a) kyslik
b) vodik
¢) dusik
d) sira
9.4 Mala by vacsi efekt na interakciu ligandu s proteinom zamena valinu za leucin na
pozicii 172 alebo cysteinu za glutamat na pozicii 175? Preco?

Tato uloha bola poslednou v tejto praktickej tlohe.

Priestor pre spatnu vazbu:

Zdala sa vam Uloha tazka? Co sa vdm na nej pacilo/nepacilo?


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

