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Pregunta 1. Se estd estudiando la regulacién de la sintesis de tirosina en un eucariota
unicelular. Se cree que la enzima Tyrl, que afiade el grupo hidroxilo al anillo aromatico,
puede ser un componente clave regulado de esta via biosintética. Una actividad ezimatica
importante de Tyrl se puede ver Unicamente en células cultivadas en un medio sin la
adicion de tirosina. Tras haber identificado el promotor del gen Tyr1, éste se funde con
una construccién indicadora para iniciar el estudio de la regulacién de Tyrl. Sin embargo,
los resultados obtenidos resultan sorprendentes:

actividad R-Gal

-Tyr +Tyr
Fusién promotor de Tyrl - gen B-Gal ++++ ++++

1a. ;Qué nos indica esto sobre la regulacion de la actividad de Tyr1? Describir un
experimento sencillo que se podria utilizar para confirmar la hipdtesis formulada.

Dado que no se produce ningiin cambio en el producto del gen indicador bajo ninguna de las
dos condiciones, la regulacion de la actividad del gen Tyr1 no tiene lugar a nivel
transcripcional.

Un modo de estudiar esto en mayor profundidad seria con una transferencia Northern. Si
utilizando una sonda marcada para el gen Tyr1, se observan niveles similares del ARNm de
Tyr1 en células cultivadas bajo ambas condiciones, se podria concluir que la regulacién ha
sido traduccional o postraduccional. (Si se observa un cambio, entonces las diferencias en
la estabilidad del ARNm bajo distintas condiciones serian una implicacién probable, puesto
que la actividad del promotor parece inalterada).

1b. Se sospecha que la estructura del ARN puede tener un papel en la regulacién de
Tyrl. Un amable postdoctor nos ayuda con una serie de ensayos de proteccion de
nucleasa y encontramos una region en el ARNm maduro, purificado de estas células,
gue parece conteneruna estructura secuendaria importante. Esta region se
encuentra aproximadamente a 200 pb por encima del codén de iniciacién.

= 200 pb

escala:

5' | secuencia de codificacién de Tyr1 Ii(AAA)n:;.

region 1

¢Coémo podria afectar esta regidn de la estructura secundaria a la expresion de la
proteina Tyr1? éComo se podria comprobar si este elemento estructural ha
participado en la regulacion de Tyr1?

Dada la posicion de esta region estructural secundaria sobre el codon de iniciacion,
dicha regién puede afectar a la iniciacion de la traduccion. El elF4 no podra facilitar la
carga del ribosoma del ARNm adyacente al cap 5’ si no se elimina la estructura
secundaria del ARN. Aunque el elF4a y el elF4b sean capaces de “aplanar” estas
estructuras en muchos ARNm, en el caso del ARNm de Tyr1 un factor se podria unir a
esta estructura y estabilizarla en presencia de tirosina y bloquear este paso en la
iniciacion de la traduccioén.
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Se podria estudiar el papel de esta region de dos maneras complementarias:

i. Eliminando esta regién del gen y observando si la inhibicion dependiente de la tirosina de
la actividad de Tyr1 disminuye o desaparece (se comprueba si la region es necesaria para
a regulacion).

ii. Insertando esta regidon en un gen indicador en una posicion similar por encima de su
codon de iniciacién y observando si la actividad del producto del gen indicador se regula
ahora a través de la tirosina (se comprueba si la region es suficiente para la regulacion).

1c. A continuacion, se generan mutaciones que cambian los niveles de actividad de
Tyrl. Se identifican una serie de cepas mutantes con mutaciones puntuales que mapean
en el interior del gen Tyrl. A continuacion, se muestran los fenotipos de tres clases de

cepas:
Actividad de Tyrl

Tyr + Tvr
De tipo salvaje +4++ +
Tipo A1 +4++4+ ++++
Tipo A 2 +4++4+ ++++
Tipo B + +

Las ubicaciones de las mutaciones especificas dentro del gen Tyrl se muestran a
continuacion (nota: todas las mutaciones de la secuencia de codificacién son
sustitutivas):

Tipo A1 Tipo B Tipo A2

W W

5" m | secuencia de codificacion de Tyr 1 I—{AAA} 3
n

I

region 1
Un articulo publicado recientemente ha identificado varios dominios en la proteina Tyr1.
Ninguna de las mutaciones anteriores entraba en el dominio catalitico de la proteina.
Ademas, las proteinas Tyrl mutantes purificadas de todas las cepas mutantes muestran
una actividad enzimatica normal in vitro. Las mutaciones en las cepas de tipo A2 se
encuentran todas en una regién de la proteina que es innecesaria para la funcion
enzimatica in vitro y que no tiene ninguna funcién conocida. Las mutaciones en las
cepas de tipo B se encuentran en una region que muestra participar en la unién de
tirosina.

Utilizando todos estos datos, sugerir una explicacion para los defectos que hay en cada
una de estas cepas mutantes e indicar cuél es la funcidon normal en las células de tipo
salvaje de las regiones del gen Tyrl en las que se encuentran dichas mutaciones.

Tipo A1: Estos mutantes han alterado o eliminado la estructura de ARN encontrada en la
region 1. Normalmente, esta estructura sirve para bloquear la traduccion del ARNm de Tyr1
en presencia de tirosina (por medio del mecanismo descrito en el apartado a). En estos
mutantes, la ausencia de la estructura de ARN de tipo salvaje permite que la traduccion se
produzca bajo las dos condiciones.

Tipo A2: Estos mutantes han alterado o eliminado una region de la proteina Tyr1 que
participa en la regulacién de la traduccién de su propio ARNm. Esta parte de la proteina
podria interactuar directamente con el ARNm o bien afectar indirectamente al ARNm a través
de las interacciones con otras proteinas. En cualquier caso, el efecto final
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seria la estabilizacion, en presencia de tirosina, de la estructura de ARN encontrada en la
region 1y la prevencion de la traduccion de Tyr1. La ausencia de esta estabilizacion en
las cepas mutantes conlleva a la expresién no regulada de la proteina Tyr1.

Tipo B: La proteina Tyr1 contiene un sitio de union regulador alostérico para la
tirosina, el cual se encuentra alterado en estos mutantes de una de las siguientes formas:

i. Latirosina esta enlazada con una afinidad mucho mas elevada que en la
proteina Tyr1 de tipo salvaje y, por tanto, el sitio permanece ocupado incluso en
ausencia de tirosina adicionada externamente.

ii. La conformacion del dominio se ve alterada con el fin de quedar
permanentemente en la forma “tirosina-enlazada”, incluso en ausencia de tirosina.

Este sitio alostérico funciona, normalmente, para percibir los niveles de tirosina en la
célula: cuando la tirosina es abundante, el sitio esta ocupado y Tyr1 es capaz de eliminar
su propia traduccion (a través de la accion de la region A2); cuando la tirosina escasea, el
sitio esta vacio y la proteina Tyr1 adopta entonces una conformacién incapaz de eliminar
su propia traduccion. En los mutantes, este sitio y la proteina Tyr1 se encuentran siempre
en la conformacion “tirosina-enlazada” que elimina la traduccién.

1d. Preparamos todo para identificar los supresores de uno de los mutantes de tipo
Al. Nos encontramos con que las mutaciones puntuales ubicadas en dos areas son
capaces de restablecer la actividad de Tyr1, con regulacién normal, a estas células:
el area definida por los mutantes de tipo A1, asi como el area definida por los
mutantes de tipo A2. ¢{Cdémo funcionan estos dos tipos distintos de supresores? éQué
implica esto en la regulacién de la actividad de Tyr1? Dar un modelo lo mas completo
posible.

Los supresores ubicados dentro de la region A1 probablemente restablecen la
estructura secuendaria de ARN de tipo salvaje identificada en el apartado (b)
restableciendo las interacciones de los pares de bases con mutaciones
complementarias a las mutaciones de A1 originales (véase la pregunta 7 del boletin de
problemas n° 3 para mas detalles sobre este tipo de supresion).

La existencia de supresores en la region A2 de la proteina Tyr1 implica que el
dominio de esta proteina contacta fisicamente con la estructura de ARN de la region 5’
del ARNm de Tyr1. Los supresores contienen mutaciones que alteran la proteina y le
permiten unirse a la estructura de ARN mutante. En este caso, la proteina Tyr1 mutante
y el elemento estructural del ARN mutante interactian de forma similar a como lo
hacen la proteina Tyr1 de tipo salvaje y el elemento estructural del ARN de tipo salvaje.

MODELO: Cuando los niveles de tirosina en la célula son elevados, la
proteina Tyr1 se une a la molécula de tirosina en su sitio alostérico
(identificado por los mutantes B). Cuando la tirosina esta enlazada a Tyr1, la
proteina puede utilizar un dominio (definido por los mutantes de A2) para
unirse al elemento estructural del ARN por encima del codén de iniciaciéon y
estabilizarlo. Esto entonces evita que el elF4 lleve el ribosoma al ARNm y no
habra ninguna otra traduccion de Tyr1. De este modo, los niveles de la
proteina Tyr1seguiran siendo bajos en la célula.

Cuando los niveles de tirosina sean bajos, la proteina Tyr1 no tendra una
molécula de tirosina unida y sera incapaz de asociarse con el elemento estructural del
ARN. Entonces, el elF4 podra llevar el ribosoma hasta el ARNm y sera capaz de iniciar la
traduccion del mensaje de Tyr1 e impulsara los niveles de proteina Tyr1.
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1e. Describir un experimento que se podria utilizar para probar el modelo del
apartado d). Incluir controles que utilicen las formas mutantes del gen Tyr1.

Un experimento de retardo en gel utilizando el ARNm de Tyr1 y la proteina Tyr1 seria de
gran utilidad. La proteina Tyr1 sélo se deberia unir al ARNm de Tyr1 en presencia de
tirosina. En ausencia de ésta, la proteina Tyr1 no deberia dar lugar a una alteracion en el
gel con el ARNm de Tyr1. Ademas, no deberia haber (i) ninguna unién entre la proteina
Tyr1 de tipo salvaje y los ARNms mutantes de A1 y (ii) ninguna unién entre la proteina
Tyr1 mutante de A2 y los ARNms de tipo salvaje.

Pregunta 2 (12 puntos). Se han identificado una serie de mutaciones en el ARNt
de alanina que son defectuosas en la traduccidn. Interesa determinar qué
funcion es defectuosa en cada mutacion.

Describir brevemente cémo se podrian detectar las mutaciones que son
defectuosas en las siguientes actividades si se tiene acceso a cualquier proteina
purificada, aminoacido o ARN que pueda ser necesario para ello.

2A (3 puntos). Acoplamiento a la alanina.

Se podrian utilizar varios disefios experimentales distintos para detectar si el
ARNt de la alanine es defectuoso en la traducciéon por no poder ser "cargado" con
alanina. Lo mas sencillo seria combinar el ARNt, la sintetasa del ARNt de la alanina y el
ATP con alanina radiomarcada. Introducir los productos de esta reaccion en un gel y
teiir con EtBr para identificar la ubicacion del ARNt. Luego, secar el gel y exponerlo en
una pelicula. Si el ARNt mutante se puede cargar, lo légico es que la sefal radioactiva
comigre con el ARNt. Sin embargo, si el ARNt es defectuoso en la carga, los
aminoacidos radioactivos permaneceran en el fondo del gel.

Otras posibilidades incluyen una reaccion “de carga” similar in vitro, seguida
por una union en filtro en la que el filtro ha sido tratado para unirse al ARN, pero no a
las proteinas o aminoacidos libres. Si se observa una seial radioactiva en el filtro,
significa que el ARNt ha sido cargado.

2B (3 puntos). Interaccién con EF-Tu.

Aqui valdria cualquier experimento que pudiera determinar si Ef-Tu es capaz de
unirse al ARNt. Una posibilidad seria un ensayo de unién en filtro en el que el filtro haya
sido tratado para unirse sélo al ARN. Habria que combinar el ARNt, el Ef-Tu radiomarcado
y GTP; pasar la mezcla a través del filtro, lavarlo y observar si ha quedado radioactividad
en el filtro. Si se detecta alguna senal radiactiva, significa que el Ef-Tu se puede unir al
ARNt. Otras posibilidades son: ensayo de retardo en gel, IP (tras la unién cruzada),
columna de afinidad, etc. Un ensayo de interferencia por modificacion también valdria, si
se supone que la interaccion ARNY/EF-Tu es necesaria para la proteccion del sitio A.

En este caso, no se otorgaron puntos por centrifugacion en gradiente de
sacarosa. La resolucion de un gradiente de sacarosa no es lo bastante buena como para
separar el EF-Tu unido al ARNt del ARNt libre. Ya sean mutantes o de tipo salvaje, el
resultado seria el mismo en una separacion de gradiente de sacarosa y se podria
obtener como resultado un falso negativo.
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2C (3 puntos). Interaccién con el ribosoma.

Dado que el ribosoma es un complejo bastante voluminoso del ARN y de las
proteinas, probablemente lo mas sencillo sea utilizar gradientes de densidad de sacarosa
para estudiar si el ARNt mutante es capaz de unirse al ribosoma. Se querria combinar el
ARNt mutante radiomarcado cargado, Ef-Tu, GTP (o, mejor ain, GMP-PCP) y el ribosoma,
para luego ainadir esta mezcla a la parte superior de un gradiente de densidad de
sacarosa. Después, la centrifugacion eliminara las fracciones y realizara transferencias
Northern (sondando con un fragmento de ADN complementario a la secuencia de ARNr)
con el fin de detectar las fracciones que contienen el ribosoma. Emplear un contador de
centelleo para identificar la ubicaciéon del ARNt cargado. Si la seial radioactiva coeluye en
las mismas fracciones que el ribosoma, sabremos que el ARNt es capaz de interactuar
con el ribosoma.

Otra respuesta frecuente ha sido utilizar un ensayo de interferencia por
modificacion, buscando la proteccion del sitio A (debido a las interacciones del EF-Tu y
el ARNt).

2D (3 puntos). Para cada uno de los tres defectos potenciales, écudles cabria
esperar que estuvieran en las regiones del Ala-ARNt que se conservan en todos o,
al menos, en la mayoria de los ARNt? {Cuales se esperaria que estuvieran en
regiones del Ala-ARNt que son Unicas?

La region del ARNt de alanina necesaria para reconocer la alanina es,
probablemente, Unica para este ARNt. Cada ARNt dispone de una unica regiéon que
participa en la unién del aminoacido especifico corrspondiente al anticodén del ARNt.
Los dominios del ARNt que interactian con el Ef-Tu y el ribosoma son, probablemente,
frecuentes para todos los ARNt (conservados), dado que todos los ARNt —
independientemente del aminoacido que porten—necesitan mantener estas interacciones
para ser funcionales. (1 punto cada una).

Mucha gente escribi6 todas las regiones unicas y conservadas del ARNt, pero
eso no es lo que se pedia en la pregunta. En este caso, se otorg6 parte de la puntuacion,
dependiendo de si se conectaban o no estas regiones a los defectos descritos en 3A-3C.
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Pregunta 3 (30 puntos). Se esta estudiando la regulacion del operoén de la fenilalanina
en E. coli. Este operdn codifica un ARNm para tres proteinas necesarias para que las
células produzcan Phe.

—>

[ Phea_}{ PheB }{__ PheC__}—
2000 pb

Como un primer paso para caracterizar la regulacién del operdn, se funde
la secuencia de codificacion de LacZ al promotor del operén de la fenilalanina con
el fin de examinar la regulacidén en presencia y en ausencia de Phe. Se obtienen
los siguientes resultados:

—>
—+ Tacz —

Prom®™-LacZ (Unitades de actividad B-Gal)
+Phe 500 Unidades
-Phe 2500 Unidades

3A (3 puntos). ¢Qué se puede concluir acerca de la regulacion del operdn a partir de
estos resultados? Prestar especial atencion a la fase de biosintesis regulada, asi
como a cualquier supuesto que se haya adoptado para llegar a dicha conclusion.

Para extraer conclusiones a partir de los niveles de expresion de LacZ, es
necesario suponer que LacZ es estable en estas células y que la actividad o estabilidad de
LacZ no se ve afectada por la presencia o la ausencia de fenilalanina (1 punto). Dados
estos supuestos, los datos indican que la expresion del operén Phe esta regulada
transcripcionalmente (1 punto) y que la regulacion depende de los niveles de fenilalanina
en la célula. El operon se induce cuando hay poca fenilalanina y se reprime cuando ésta es
abundante (1 punto).

Resulta sorprendente encontrar sélo un cambio de orden 5 en presencia de
Phe ya que, generalmente, los estudios de otros operones que participan en el
metabolismo de aminodcidos muestran una represion de entre 200 y 1000 en
presencia del aminoacido que sintetizan. En busca de una regulacién adicional, se
funde la regién de codificacidn de LacZ con el terminal C de las regiones de
codificacion de PheA o de PheB. En cada caso, se observa que la proteina de fusion
esta activa para la actividad de B-Galactosidasa.
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l I PheA | LacZ F— PheB H PheC |—

| PheA I PheB | LacZ |—| PheC }—

Fusion B

Se estudia la actividad de LacZ en cepas que contienen una u otra
construccion en presencia o ausencia de Phe. Los resultados que se obtienen son
los siguientes:

Fusion A Fusion B
+Phe 500 Unidades 2 Unidades
-Phe 2500 Unidades 2500 Unidades

3B (3 puntos). ¢éQué se puede concluir sobre la regulacidon de las proteinas de
PheA y PheB basandose en estos datos?

Mediante la realizacion de fusiones de génicas de LacZ con PheA y PheB, se
puede observar la regulacion traduccional (1 punto) de estos dos genes. Pero siguen
siendo necesarios los mismos supuestos generales sobre la actividad LacZ que se
emplearon en la pregunta 5a. Estos resultados indican que PheA no esta regulado a
nivel traduccional, dado que LacZ fundido con PheA presenta la misma actividad que
cuando estaba controlado tunicamente por el promotor de Phe (1 punto). El gen PheB no
solo esta regulado transcripcionalmente, sino también traduccionalmente, dado que la
actividad de LacZ en ausencia de fenilalanina es incluso mas baja en la fusion de la
proteina. Asi, la traducciéon de PheB esta regulada negativamente por la presencia de
fenilalanina (1 punto).

Ante la intriga causada por los experimentos de sustitucién de LacZ, se
pretenden identificar las mutaciones en el operdn Phe que alteran la regulacion
observada. Para ello, se inducen mutaciones en las células de E. Coli que
contienen la construccién Fusién B. Se buscan colonias azules (= expresion
elevada de LacZ) en presencia de Phe o blancas (=ninguna o baja expresion de
LacZ) en su ausencia.

Utilizando estos modelos se identifican tres clases de mutantes y se les llama
mutantes para el control de la respuesta de fenilalanina (Cpr). Cprl y Cpr2 son
constitutivamente blancos y Cpr3 es constitutivamente azul.




7.28 Primavera ’01 Boletin de problemas n° 3 + respuestas

3C (5 puntos). Describir el modo en el que se podria determinar si cada mutante
Cpr actla en cis- 0 en trans- con respecto al operdn Phe.

Para deterrminar si cada uno de los mutantes Cpr esta actuando en
cis o en trans se pretende afadir a las células una segunda construccién
del gen indicador. Se podria utilizar un plasmido que contenga el promotor
de Phe y una fusiéon PheB-luciferasa (es decir, una construcciéon Fusiéon B
extra con luciferaza en lugar de LacZ). Nota: dado que estos mutantes se
aislaron en el contexto de la construccion Fusion B, son mutaciones que
afectan a la regulacion transcripcional Y traduccional de PheB. Una fusiéon
del promotor (como en el apartado 5A) NO permitira un estudio de Cis-
Trans, ya que no permite la observacion de la regulacion traduccional (2
puntos por cada construccion correcta).

Esta construccion permitira determinar si los mutantes Cpr afectan
a laregulacién traduccional o a la transcripcional de PheB en cis o trans. Si
la mutacion actia en trans, cabe esperar que la actividad de la luciferasa
presente el mismo fenotipo que la actividad de LacZ (es decir, el fenotipo
mutante). Si la mutacién actua en cis, entonces la actividad de la luciferasa
deberia presentar una regulacion de tipo salvaje (baja en phe+ y alta en
phe-) (3 puntos por el analisis de los resultados).

Mediante la prueba cis-trans se averigua lo siguiente:

Los mutantes Cpr1 actian en cis
Los mutantes Cpr2 actuan en trans
Los mutantes Cpr3 actian en cis.

Para determinar dénde se ubican las mutaciones que actlan en cis, se
secuencia el operdn Phe a partir de cepas mutantes Cprl y Cpr3 y se encuentran
mutaciones en los siguientes sitios cerca del AUG de PheB:

Cpr3
{ j("prl
1

PheA |

PheB

S/D

3D (4 puntos). Basandose en las averiguaciones realizadas hasta el momento, ;co6mo
pueden estar influenciando las mutaciones Cpr3 la regulacion del operon Phe?

Las mutaciones Cpr3 actuan en cis y llevan a la expresion constitutiva de PheB.
La naturaleza simétrica de las mutaciones Cpr3 sugiere que las mutaciones pueden estar
rompiendo la horquilla. La posicion de las mutaciones justo a continuacion de la
secuencia S/D sugiere que se puede estar formando una horquilla para inhibir la
traduccion de PheB. Sabemos por los datos de la regulacién traduccional que la
traduccion de PheB sufre una fuerte represion en presencia de fenilalanina, por lo que la
formacion de esta horquilla debe depender de elevados niveles de fenilalanina (2 puntos
por la horquilla y otros 2 por reconocer que depende de los niveles de phe y que afecta a
la TRADUCCION).

Otra respuesta que se di6 a esto era que la fenilalanina o un regulador
dependiente de phe+, se habia enlazado a Cpr3, bloqueando la traduccién de PheB. Esto
es improbable, debido a la naturaleza simétrica de las mutaciones. Sin embargo, se
otorgo algo de puntuacion por esta respuesta (2 puntos).
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3E (4 puntos). Describir brevemente cémo probar la hipétesis anterior.

Se podria probar utilizando un ensayo genético o uno bioquimico. Se ha
demostrado que los supresores de las mutaciones que rompen las horquillas restablecen
el apareamiento de bases apropiado. Por ejemplo, si se produjera una mutacion de A a G,
el supresor estaria junto a ella y se podria ver un cambio de T a C. Este tipo de analisis de
los supresores puede proporcionar mas datos de que la mutacion Cpr3 realmente rompe la
horquilla.

Para probar esto bioquimicamente se podria utilizar RNasa S1 y RNasa SV en un
ensayo de proteccion de ARN mutante y de tipo salvaje. Con esto, se esperaria ver el
caracteristico tronco de cadena doble de la horquilla en el ARN de tipo salvaje, pero no en
los mutantes Cpr3.

Los alumnos que hayan utilizado un “modelo de represiéon de unién” en el
apartado 5D y, en esta seccion, dispongan de un buen ensayo, recibiran puntos por ello.
Sin embargo, la union de fenilalanina (la aa) no proporcionara un patron de proteccion
DNAsa o Rnasa —simplemente es demasiado pequena. Seria necesario formular una
hipotesis sobre la union de proteinas para utilizar ese ensayo..

Las mutaciones Cprl y Cpr2 contintan siendo desconocidas. Inicialmente, se
sospecho un atenuador similar al operdn Trp, pero no se encontrd ningin codén de
iniciacion entre el codén de parada del gen PEA y el ATG del gen PheB y el tnico
terminador en el ARNm se encuentra tras el gen PheC. No obstante, se observa la
transcripcion del operéon Phe mediante una trasferencia Northern y se obtienen los
siguientes resultados:

De tipo
Cepa salvaje Cprl Cpr2 Cpr3

Phe = + — + — + — +

- (| (| -
4,000 pb
— — 2,000 pb
100 pb

Después de asegurarnos una vez mas de que no hay terminador en el area
de 2000 pb del sitio de iniciacidén de la transcripcidn, observamos que esta region
esta cerca del sitio de las mutaciones Cprl y Cpr3 que actlan en cis.

Puesto que los mutantes Cpr2 tampoco forman el transcrito de 2000 pb en
condiciones de poca Phe, nos preguntamos si Cpr2 se une al ARN o al ADN en el sitio
de Cprl.

3F (5 puntos). Describir cdmo se podria determinar si es éste el caso utilizando una
proteina Cpr2 purificada proporcionada por un generoso compafiero de laboratorio.
Se puede hacer cualquier sonda de ADN o ARN que se quiera.
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Para analizar si Cpr2 se une al ADN o al ARN se podria realizar un ensayo de
retardo en gel utilizando el transcrito de ARN purificado del operén Phe o un fragmento de
ADN que contenga dicho operén. Estos dos fragmentos estarian marcados en sus
respectivos extremos 5' para facilitar la visualizacién. Luego, se cargarian los fragmentos
con y sin Cpr2 purificado y se preguntaria si la banda se ha elevado debido a la union de
Cpr2.

Otra buena respuesta era la de utilizar un ensayo de union en filtro con proteina
Cpr2 no marcada y ARN marcado o ADN de cadena doble marcado que contenga el sitio
de Cpr1. Elfiltro deberia retener la proteina y dejar pasar el ARN y el ADN de cadena
doble. La radioactividad s6lo permanecera asociada al filtro si la proteina se ha enlazado
al ADN o al ARN.

Se observa que la proteina Cpr2 se une al sitio del ADN de cadena doble
identificado por las mutaciones Cprl, pero que no se une a la forma de ARN del
sitio Cprl. Curiosamente, sélo se hay union en ausencia de Phe.

3G (6 puntos). Proponer un modelo que explique como Cpr2 puede influenciar la
traduccion del gen PheB uniéndose al ADN de cadena doble.

Cpr2 podria influenciar la traducciéon de PheB uniéndose al ADN de cadena
doble en caso de participar en pausar la transcripcion del gen PheB. El paso clave en la
regulacion traduccional de PheB esta en si la horquilla del tronco que bloquea la
secuencia S/D es o no capaz de formarse. Puesto que la transcripcion y la traduccidén
estan ligadas en los procariotas, la formacién de la horquilla podria estar controlada por
el tiempo de transcripcion y, especialmente, si se pausa la transcripcion, de modo que el
ARN necesario para formar la horquilla no sea liberado por la maquina de transcripcion.
Las mutaciones Cpr1 y Cpr2 son criticas a la hora de establecer del tiempo adecuado
para evitar que se forme la horquilla. Cpr2 probablemente se une al sitio del ADN que las
mutaciones Cpr1 han codificado para ello y fisicamente bloquea la transcripcion en
ausencia de Phe. El ARN necesario para formar la horquilla no se libera inmediatamente
y la traduccién tiene una oportunidad para ponerse al dia. Cuando se acaba la pausa, el
ARN recién transcrito se traduce inmediatamente originando la produccién de PheB. En
presencia de Phe, Cpr2 no se puede unir ni bloquear la transcripcion, se forma la
horquilla y no se produce PheB. El producto de 2000 pb observado mediante un analisis
Northern es el transcrito del ARN que se crea cuando la ARN Polimerasa esta pausada
por Cpr1. Esto no se ve en los mutantes Cpr1 o 2, ya que estas mutaciones impiden la
pausa.

Para obtener la totalidad de la puntuacién era necesario mostrar una detallada
comprension de los procesos que tienen lugar + y - phe (por qué el ARNP se detendria,
formacioén o no de la horquilla, acoplamiento transcripcional y traduccional, etc.). Las
respuestas que mostraban una comprension parcial de los datos, pero no
proporcionaban un modelo completo, han recibido parte de la puntuacion.

Problema 4. Imaginemos que somos un UROP que trabaja en un nuevo gen de
telomerasa en un ciliado poco estudiado. Clonamos el gen, pero no logramos
descifrarlo de la secuencia de ADN donde la fase de lectura abierta empieza y acaba.
Desconcertados, consultamos nuestros apuntes del 7.28 y recordamos que los
ciliados a menudo presentan extrafnos cddigos genéticos. Decidimos entonces que
descifrar el cédigo genético del ciliado serd un proyecto mucho mas interesante que
trabajar con telémeros.
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4a) Ni siquiera estamos seguros de que el ciliado utilice un cédigo ternario, pero
dado que tiene 20 aminoacidos, épor qué creemos que es lo mas probable? (éQué
hay de malo en un cddigo binario o cuaternario?)

Un coédigo binario codificaria sélo 4*4= 16 codones diferentes. Un cédigo cuaternario
codificaria 4*4*4*4=256 codones, muchos mas de los necesarios.

4b) ¢Cudl es el nimero minimo de ARNts que una célula necesita para ser capaz
de reconocer los 64 codones ternarios posibles?

La primera base del anticodon se puede aparear débilmente con la ultima base del
codon, por lo que tener G o U en la primera posicion reconoceria, respectivamente,
codones con U o C y codones con A o G, en la ultima posicion. Por tanto, en lugar de
4*4*4=64 codones posibles, serian necesarios sélo 2*4*4= 32 anticodones. Ademas,
dado que el codén de parada no lo reconoce el ARNt, sino un factor de liberacion,
podemos extraer un anticodon por cada codén de parada.

4c) Siguiendo los pasos de Ghobind Khorana, realizamos un extracto celular del
ciliado y lo programamos con varios polimeros de ARN para ver qué proteinas se
forman. éCuales son los cuatro codones mas sencillos de descifrar? éy cdmo
hacerlo?

Hacer los polimeros de cada ribonucleétido y comprobar qué aminoacido se sintetiza.
Esto nos indicara lo que codifican UUU, AAA, GGG y CCC.

4d) A continuacidn decidimos hacer copolimeros aleatorios de G y U mezclando los
ribonucledtidos y recuperar los polipéptidos que tengan ocho aminoacidos
diferentes. ¢éCoOmo podemos resolver cudl de los ocho posibles codones codifica a
cual de los ocho aminoacidos recuperados? ¢Qué codones no se podrian distinguir
con nuestro método?

Cambiar los promedios de Gs a Us. Eso deberia cambiar los promedios de los
diferentes codones presentes en nuestros ARNs. Entonces, podremos ver el porcentaje
de codones que deberian tener 3 Us, 2 Us y 1 U para, a partir de ahi, asociarlo con el
porcentaje de cada uno de los aminoacidos recuperados. Sin embargo, no podemos
distinguir entre los tres codones diferentes que tienen 2 Us (UUG, UGU y GUU), ni entre
los tres codones distintos que tienen 1 U (UGG, GUG y GGU). Para resolver esto, es
necesario hacer copolimeros repetidos de secuencias especificas, tales como (UUG)n.

4e) Hacemos lo mismo con Gs y As, pero recuperamos menos de los 8 aminoacidos
esperados. ¢Cual es el nUmero maximo de aminoacidos que podrian codificar los 8
posibles codones G y A? {Por qué?

jCuatro! Sélo hay un posible anticodén de ARNt que reconoce a GGA (UCC), y que
reconocera también al codon GGG. Del mismo modo, el anticodén UUC reconocera a
GAA y a GAG, el anticodon UUU reconocera a AAAy a AAG y el anticodén UCU hara lo
mismo con AGA y AGG.

4f) Observamos incluso menos aminoacidos que el nUmero maximo calculado como
posible en el apartado e. éQué explicacion puede tener esto y cdmo podriamos
comprobarlo?
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Uno de los codones codifica una parada. Introducir los polipéptidos sintetizados en un gel
de poliacrilamida SDS y observar si son mas cortos que los sintetizados a partir de
polimeros aleatorios de Gs y Us (si hay un codén de parada, los polipéptidos deberian
tener una media de largo de apenas 8 aminoacidos).

Problema 5. Nos interesa estudiar la iniciacién de la traduccidon con fMet- ARNt en la
levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae. En especial, nos gustaria investigar los
componentes especificos del sistema que direcciona la iniciacion al primer AUG.
Concretamente, estamos intrigados por la habilidad que presenta el sistema para
distinguir entre los AUG internos que codifican metionina y el primer codén AUG que
inicia con formil-Metionina.

Para investigar, en un principio, cdmo distingue el sistema los distintos
codones AUG, mutamos el ARNt que se une a la Metionina. En la secuencia del ARNt
identificamos tres bases que son responsables de su capacidad para reconocer el
primer AUG como el codoén de iniciacidon. A continuacidon, mutamos estas tres bases,
de modo que el ARNt pierde su capacidad para diferenciar el codén de iniciacién de
los AUG internos, pero presenta su habitual capacidad para ser cargado con la
fMetionina y aparearse con la secuencia AUG. Por Uultimo, reemplazamos el alelo de
tipo salvaje del ARNt de nuestra célula por su versién mutante.

5a) ¢Qué fenotipo cabria esperar de nuestra cepa mutante? Dar una
explicacién para el origen de este fenotipo.

No esperariamos que se iniciara la traduccion. Un posible método que el fMet-ARNt
emplea para distinguir el primer AUG de los AUG internos es su asociacion con elF-2. El
elF-2 puede reconocer una secuencia en el fMet-ARNt. Entonces, puede traer el ARNt
hasta el sitio p parcial de la subunidad 40s del ribosoma para la iniciacion. Si las tres
bases mutadas son responsables de la interaccion entre el elF-2 y el fMet-ARNt,
fracasariamos en el intento de cargar el fMet-ARNt en el sitio p parcial, asi como al
iniciar.

Al darnos cuenta de nuestro error, construimos una cepa que, en esta ocasién,
expresa tanto el alelo de tipo salvaje de la fMetionina unida al ARNt como el alelo
mutante.

5b) ¢Qué fenotipo se espera en este caso? Explicar.

Dado que estamos expresando el alelo de tipo salvaje de la fMet unida al ARNt,
podemos iniciar la traduccion con normalidad. Sin embargo, puesto que estamos
expresando también el ARNt mutante, es posible que se inserte un formil-Metionina, en
vez de una metionina normal, en un AUG interno. Esto puede suceder si el fMet-ARNt
se asocia con EF-Tu en lugar de con elF-2 y es cargado en el sitio A. Si se inserta una
fMet, en vez de una metionina normal, en una cadena polipéptica, el resultado sera una
terminacion aberrante de la traduccion. Si visualizaramos los polipéptidos en esta cepa
(mediante SDS-PAGE), veriamos polipéptidos de distintos largos, pero la mayoria de
ellos serian mas cortos que un polipéptido en una cepa de tipo salvaje.
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5¢) Sospechamos que las tres bases que mutamos en la fMethionine unida al ARNt
son responsables de la unidn a factores de iniciacién como elIF2, eIlF3 y elF4.
Describir un ensayo que se podria utilizar para probar esta hipétesis. Suponer que se
tiene acceso a los ARNt purificados y a los factores de iniciacién.

Podriamos realizar un ensayo de union en filtro para comprobar si el ARNt en
estudio se une a alguno de los factores de iniciacion. Para este ensayo, se empleara un
filtro que retenga las proteinas y, a la vez, permita que el acido nucleico lo a atraviese.
En primer lugar, radiomarcar el ARNt. Luego, incubar con los factores de iniciacion
purificados. Pasar la mezcla de proteina/ARNt a través del filtro. Por ultimo, medir la
radioactividad que queda en el filtro. La radioactividad representa el ARNt que se retiene
en el filtro debido a su unién con los factores de iniciaciéon.

Para comprobar si las tres bases mutadas son responsables de la unién con los
factores de iniciacion es necesario que, ademas de nuestro mutante, estudiemos una
copia de tipo salvaje del ARNt y que comparemos la radioactividad de los dos alelos.

5d) Decidimos estudiar con mas detalle la especificidad del codon del fMet-ARNt. Para
ello, mutamos la horquilla del anticodén, de modo que ahora el fMet- ARNt reconoce
el codén GUG para la iniciacién de la traduccion. A continuaciéon, mutamos el codén
de iniciacién para el gen HIS de AUG a GUG. Observamos la traduccion del gen HIS y
nos sorprende ver un polipéptido con un largo inapropiado. Confundidos, hacemos los
mismos mutantes del codén y el anticodén, pero esta vez, en el gen LEU. Una vez
mas, obtenemos un polipéptido de longitud inapropiada. Dar una explicacién para
esto (nota: normalmente, hay una fuerte seleccidn en contra de la presencia del
codon de iniciacion AUG en la region situada entre el 5-CAP y el primer codén de
iniciacion).

La expectativa es que la iniciacion normal se puede producir al mutar el codén de
iniciacion para GUG y el anticoddon de fMet-ARNt para que reconozca a GUG. Sin
embargo, este no es el caso. Es muy probable que el mutante fMet-ARNt reconozca un
GUG por encima del codon de iniciacidn correcto e inicie la sintesis de polipéptidos a
partir de ahi. Esto dara como resultado un polipéptido de longitud inapropiada que,
ademas, puede estar fuera del cuadro de lectura correcto. En circunstancias normales,
la seleccion negativa en contra de los AUG situados entre el 5’-CAP y el codén de
iniciacion correcto previenen esta situacion. Sin embargo, esta selecciéon no se da en
contra de los codones GUG, por lo que en esta region si se pueden producir.

Pregunta 6) Para un proyecto UROP de verano decidimos analizar la expresion de
genes en un hongo de proliferacion elevada aislado de la ducha de nuestro
dormitorio. Dado que el organismo parece desarrollarse con tanta eficiencia,
deducimos que debe tener una miticondria excesivamente eficaz y centramos
nuestra investigacion inicial en genes codificados del ADN mitocondrial.
Ilusionados por encontrar un nuevo gen codificado por el genoma mitocondrial, lo
llamamos Fuzl.

El transcrito de Fuzl es muy largo, mucho mas de lo que esperabamos para codificar
la proteina, mas bien pequefa, que pensabamos que seria el producto de Fuzl. Por
ello, investigamos si el transcrito es procesado. Para hacerlo, aislamos el ARN largo
de Fuzl, marcamos el extremo 5’ con **P y lo incubamos in vitro en condiciones de
reaccion favorables para la autoeliminacién de intrones (self-splicing) de los grupos
de intrones I y II: las reacciones incluyen Mn?*, Mg?*, NaCl, tampén Tris-Cl en pH 6.5
y *?PGTP. A continuacién se muestra un autoradiograma del curso del tiempo de esta
reaccion de eliminacién de intrones in vitro.
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6a) Basandose en estos patrones de eliminacion de intrones, a qué grupo de intrones
pertenece un intréon del ARN de Fuzl, al grupo I o al II? Justificar brevemente esta
respuesta.

El ARN de Fuz1 contiene un intrén del grupo I. La clave para averiguar esto esta
en observar el gel con detenimiento. EI ARN de Fuz1 fue marcado unicamente en el
extremo 5’. Sin embargo, el autoradiograma muestra que la reaccion inicial de
eliminacion de intrones genera dos productos marcados. Si recordamos los ingredientes
que se incluyeron en la reaccion, veremos que habia GTP marcado. El inico modo de
detectar tanto el exdn1 que ya ha pasado por la eliminacién de intrones (y contiene la
marca en el extremo 5’) como el trozo intron+exon en 3’ seria que la guanina marcada se
enlazara de forma covalente al trozo 3’ como sucede en los intrones del grupo I.
Entonces, el intron desaparece, porque el intréon del grupo | se circulariza y el trozo de
15 pb cortado, que contiene la guanina marcada, es demasiado pequeino para ser
detectado en un gel de agarosa.

6b) Dibujar un diagrama que describa una posible organizacién del transcrito
de Fuzl antes de su procesamiento, marcando la longitud de todos los
intrones y exones.

El exon 1 tiene aproximadamente 200 pb, el intrén unas 3000 pb y el exén 2
aproximadamente unas 100 pb. También es valido proporcionar la estructura compleja
de los intrones del grupo I.

exon 1 intron exon 2
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6c) Para determinar si el gen Fuzl es responsable del crecimiento inusualmente rapido
del hongo de la ducha, inducimos una mutacion en el gen con un mutageno que da lugar
a sustituciones de bases. Una vez mas, nuestras sospechas eran correctas; aislamos
numerosos mutantes de crecimiento lento de Fuzl. Empezamos a caracterizar estas
cepas mutantes, pero el resultado nos decepciona. Estas mutaciones no nos ayudaran
mucho a entender la funcion bioquimica de la proteina de Fuzl, ya que practicamente
todos ellos (al menos un 90%) son totalmente defectivos para expresar la proteina. Tras
ver estos resultados, nos enfadamos con nosotros mismos por haber empleado un
disefio experimental tan pobre. éPor qué son tantas las cepas mutantes totalmente
defectivas para la expresién de la proteina de Fuz1?

El intrén en el gen Fuz1 es diez veces mas largo que los exones. Si se hiciera
una mutagénesis aleatoria, la mayoria de las mutaciones generadas recaeria dentro de
la region no codificante del intron y no resultaria especialmente informativa acerca de
la funcién de la proteina de Fuz1. Las mutaciones en el intron romperian las
estructuras secuendarias complejas, necesarias para formar el centro catalitico del
intrén y, como resultado, el gen no seria capaz de llevar a cabo la eliminacion de
intrones. Sin la eliminacion de intrones apropiada, no se haria un producto funcional
del gen Fuz1.

6d) En un intento de salvar algunos datos mecanisticos Utiles acerca de los mutantes
gue aislamos en el apartado C, decidimos llevar a cabo un analisis supresor con las
cepas de hongos mutantes de crecimiento lento. En esta ocasién, inducimos una
mutacién en cada una de las cepas de crecimiento lento y seleccionamos mutantes que
restablecen el fenotipo de crecimiento rapido. ¢éQué clase de informacion se espera que
revele este experimento acerca de la expresion de Fuz1? Explicar como se podrian
analizar las cepas mutantes para obtener la informacion deseada.

Si nuestra hipotesis es correcta, las mutaciones supresoras que hemos aislado
deberian restablecer la estructura secundaria del intron del grupo 1. Como se explicé en
clase, cabria esperar mutaciones compensatorias. Por ejemplo, si la mutacion original
era el cambio de T a C, entonces su supresor estaria al lado y seria un cambio A-G que
restableceria el apareamiento de bases apropiado entre estos residuos, asi como la
estructura secundaria adecuada. Estos tipos de analisis mutacionales nos permitirian
definir la estructura secundaria del intrén, asi como identificar las estructuras
secundarias que son cruciales para la formacion del centro catalitico del intron.

Pregunta 7) Estamos estudiando el hongo patdégeno C. albicans y al secuenciar uno de
sus genes mitocondriales averiguamos que tiene un nuevo intron. El analisis de su
secuencia sugiere que puede estar relacionado con los intrones de la eliminacion de
intrones del grupo II. El primer paso para estudiar la estructura de los intrones es
inducir mutaciones en ellos.

7a) Se identifican una serie de mutantes que ya no pueden tener eliminacién de
intrones. A continuacién, se muestra la secuencia de la regidn del intréon (NO el
intrén completo) que contiene estas mutaciones.

' -, .RUP‘GGGF‘.UGCMGCPLUCCCFL?LEGCU;ELCCGCUU&CGCUUUUG$GUHF‘.G:$G?&RUUUF&PL .
v G G A U
Mut  Mut Mut Mut Mut Mut
A B C D E F

15



7.28 Primavera ’01 Boletin de problemas n° 3 + respuestas

¢Qué explicacion puede tener el fracaso de la eliminacién de intrones en estas
cepas mutantes?

Las mutaciones en las cepas mutantes pueden romper los elementos de la estrucytura
secundaria necesarios para un plegamiento apropiado del intron en una estructura
catalitica activa. La inspeccion de la secuencia anterior revela varias estructuras de
horquillas potenciales en las que se encuentran las mutaciones.

7b) Decidimos analizar mas en profundidad estos intrones mutantes tratando con un
conjunto de ARN nucleasas algunos fragmentos que contienen esta region. Para ello,
empleamos, como sustrato, un fragmento de ARN marcado en su extremo 5, que
corresponde a la secuencia del intrén mostrada anteriormente. Mediante una
autoradiografia, visualizamos los productos digeridos. El trozo mas pequefio que se
puede distinguir en el gel tiene 5 bases de largo, segun los estandares de control del
tamano.

De tipo salvaje Mut. A Mut. I3
gpveneno de ¢, Venenode g, Veneno de
=0 serpiente serpiente " serpiente

60 pb — e —
Region | — — —_— —_—
Region [1 —_— — — —
Region 1] g — m— —
Region IV g — —_—
Region V. g — —

Eegion VI g
Region VI g

Region VIl — g
5 phb

Averiguamos que los mutantes B y C dan patrones similares a los del mutante A,
mientras que los mutantes E y F presentan patrones similares a los del mutante D. A
partir de estos datos, dibujar lo siguiente:

i. La estructura secundaria del intrén de tipo salvaje.

ii. La estructura secundaria de los intrones mutantes similares al mutante A.

iii. La estructura secundaria de los intrones mutantes similares al mutante D.
Indicar en cada dibujo las regiones I-VIII. Indicar también en la estructura de tipo
salvaje dénde se localizan las mutaciones individuales A-F.
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7c) Decidimos generar nuevas mutaciones que supriman los fenotipos mutantes y
restablezcan la eliminacidn normal de intrones. Para ello, aislamos dos supresores
distintos, Sup1 y Sup2. Sup1 sélo suprime especificamente a Mut A y Sup2 sélo
especificamente a Mut E. Cada supresor se localiza en una ubicacién en el intréon, pero
ninguno es revertiente. ¢Por qué son tan especificas estas mutaciones de supresion?
Averiguar cudles podrian ser la mutaciones especificas y dénde podrian estar
ubicadas.

Las mutaciones de supresion son especificas porque consisten en cambios de base
individuales complementarios a las mutaciones originales y restablecen el apareamiento
de bases de Watson-Crick entre las dos bases en cuestion. Esto permite la reforma de la
estructura secundaria original, aunque con una secuencia diferente. Esto se conoce con
el nombre de “covariacion”.

MutA tiene una U en vez de una G en la segunda posicion de la region Vil (en la
primera estructura del tronco). Sup1 debera, por tanto, tener una A en vez de una C en
la penultima posicion de la region VI.

Mut E cambia una C por una A en la segunda posicion de la region Il (en el segundo
tronco). Sup2 probablemente sea, por tanto, un cambio de G a U en la penultima
posicién de la region IV.
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7d) ¢(Cuales serian los patrones de digestion si se repitieran los experimentos de
proteccion de nucleasa mostrados anteriormente, con nucleasa S1 y veneno de
serpiente, utilizando fragmentos de intrén, marcados de forma similar, de las dos
cepas suprimidas (una de ellas contiene las mutaciones Supl y Mut A y la otra
presenta las mutaciones Sup2 y Mut E)? Explicar el razonamiento seguido para ello.

Es probable que las dos cepas suprimidas contengan intrones que con las nucleasas
S1y veneno de serpiente generan patrones de digestion idénticos a los del tipo salvaje,
dado que la actividad de eliminacion de intrones en el intron de tipo salvaje también se
ha restablecido.

Pregunta 8) Estamos interesados en estudiar el desarrollo del ojo en ratones y
nuestro laboratorio ha descubierto recientemente un gen, el BLG1, que hace que los
ratones desarrollen ojos anormalmente grandes. Sospechamos que el BLG1 puede
estar involucrado en la proliferacién de tejido en otros procesos de desarrollo, por lo
que decidimos purificar el BLG1 a partir de una variedad de distintos tejidos de
ratones en desarrollo. Separamos estas proteinas en un gel de poliacrilamida con
SDS vy, a continuacion, realizamos una transferencia Western con un anticuerpo
primario para BLG1. Utilizamos un anticuerpo secundario radioactivo (éste
reconocera el anticuerpo primario) y exponemos el gel en la pelicula. El ella se
observan los siguientes resultados:

ojo higado  cerebro pulmén  musculo

8a) (En qué tejidos es mas probable que BLG1 esté desempefiando un papel
importante en el desarrollo? éPor qué?

El BLG1 parece estar regulado por encima en los tejidos del ojo, el cerebro y el
musculo, sugiriendo que la proteina del BLG1 debe ser importante en dichos tejidos.
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8b) Dar dos posibles explicaciones que puedan justificar la diferencia en la
movilidad de la proteina de BLG1 purificada a partir de tejidos de cerebro
(consejo: no hay que preocuparse por los productos de degradacién).

MODELO 1:

Se esperaria ver una banda de BLG1 migrando mas rapidamente si la proteina se
ha procesado proteoliticamente para dar una especie de proteina mas pequeia.

MODELO 2:

El ARNm del BLG1 podria ser objeto de la eliminacion de intrones de distintas
formas en diferentes tejidos. En los tejidos del cerebro el BLG1 puede que la eliminacion
de intrones se realice de tal forma que no se incluyan todos los exones en el ARNm
procesado. Esto conllevaria un producto de proteina mas pequefio.

8c) Se decide probar la hipdtesis comparando el ADNc preparado a partir de tejido
de cerebro y de 0jo. Se nos entregan lisados celulares de ambos tejidos que
contienen todo el ADN, el ARN vy las proteinas de estos dos tejidos. Describir con
detalle como se podria aislar el ADNc del BLG1 de estos dos lisados.

1) Aislar el ARNm de los lisados celulares (una posibilidad seria utilizar una columna de
afinidad del oligo dT, es decir, pequefas cuentas con (TTTT), unidas a ellas. Al pasar
el lisado celular sobre la columna, los ARNm se uniran a las cuentas, debido al
apareamiento de las bases del final de poli-A cona el oligo dT. Lavar entonces la
columna y eluir el ARNm.)

2) Fijar un cebador del oligo dT al ARNm para obtener un 3’-OH que inicie la
transcripcion inversa. Adicionar dNTPs y transcriptasa inversa.

3) Tratar el hibrido ARN/ADN con base. La base desestabilizara el
daplex ARN/ADN y degradara el ARN.

4) La transcripcion inversa del ARNm original creara una pequena
horquilla, un tanto extraia, que puede actuar como cebador para la
sintetizar la segunda cadena de ADNc. Utilizar ADN Polimerasa |
para hacer un ADNc bicatenario.

5) Tratar el ADNc bicatenario con nucleasa Sl para digerir la horquilla y
crear una molécula de ADNc bicatenario.

Pregunta 9) Se esta estudiando el mecanismo de eliminacidn de intrones del pre-ARNm
en un raro marsupial hallado en una isla cerca de Australia. Paa iniciar el analisis, se

aisla un clon del ADNc a partir de un ARNm abundante. Utilizando este clon de ADNc se

aisla la secuencia del AND gendmico que codifica este ARN; al gen se le denomina
kanga1. Como resultado de la comparacidon del ADNc y las secuencias gendmicas, se
llega a la conclusién de que kanga1? tiene 4 exones, de unos 200 nucledtidos de largo
cada uno.

9a) Dibujar un esquema de la estructura del gen kanga1, el ADNc, el pre-ARNm vy el
ARNm. Indicar cada uno de los intrones y exones y cada uno de los acidos nucleicos
en los extremos 3' y 5'. Incluir cualquier elemento importante para expresiones o
procesamientos posteriores.
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i. Estructura del gen:

Termination

Promaot or Region

5 |'—|3.
. 2%on 1] intron 1 [exon 2| intrén 2 lexon 3]intron 3 fexon 4 '5,
ii. ADNc:
- BARABAND
o) — — -
3 exon 1|exon 2)exon 3lexon 4 ITITTITT -
iii. pre-ARNm:

5" Sitio 3" Sitio

de union  de union 5' 55 185 RS 3 S5

I I | I I |
SHon 1| intrén 1 |exdn 2] intron 2 Jexdn J intron 3]exdn 4

iv. ARNm (Incluir un "5' cap" requerido para la traduccién):

5" RHegion
no traducida
51| x ABAARBAR o
Cap| ré'%n Tlexon Z)exan Blexén H Einal de Pali A (300)
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9b) Comparando la secuencia con los genes eucaridticos, se encuentran buenas
alineaciones para los sitios de unidén 5' y 3' de consenso. Sin embargo, no se puede
encontrar inmediatamente un sitio de ramificacién de consenso. Inspeccionando las
secuencias que se muestran a continuacién, rodear con un circulo la secuencia que es
mas probable que se utilice como sitio de ramificacion para la eliminacidon de cada uno
de los intrones. En funcidn de estos datos, escribir un sitio de ramificacion de consenso
para este marsupial.

Las secuencias del intrén estan en letra normal, los sitios de unidn 3' estdn en negrita
y las secuencias del exén se han subrayado. Donde hay puntos suspensivos (*...")
significa que la secuencia continda (consejo: el sitio de consenso presenta la misma
longitud y separacion del sitio de unién 3' que la secuencia de levadura y el
nucledtido que participa quimicamente en la formacion de la de ramificacién es el
mismo en los marsupiales que en los mamiferos).

Intrén 1 3' gitic de unién Exén 2
B UCLeCUAGRC ARG T CASCRCCACCUACACUACTCARG CETIRTICITIRTT . . .

Intrén 2 3' sitic de unicén Exdn 3
L ARCCCGCUSCGAGUARS S CUGEUUGEGUATGSCUCCTCAGGCCCOIOSR AT | | |

Intrén 3 3' sitic de unién Exén 4
.. veccadEAGUUAGRUTUCA0EECECeCTAGUUACACUGCUCAGRCGURURCGUT . . . 3"

G
Secuencia de consenso del sitio de ramificacion: GAG UAG
U

9c) Para entender el mecanismo de eliminacién de intrones en este marsupial
preparamos una reaccion de eliminacidn de intrones in vitro. Primero intentamos utilizar
factores de eliminacién de intrones purificados a partir de células de mamiferos.
Averiguamos que estos factores no realizan la eliminacion de intrones en el pre-ARNm
de kanga1. Por tanto, anadimos componentes de un extracto nuclear hecho de células
marsupiales y nos encontramos con que la actividad de eliminacién de intrones se
restablece. Fraccionamos este extracto para identificar qué componente(s) debe(n) ser
proporcionado(s) por el extracto marsupial. Basandonos en nuestro conocimiento del
mecanismo de eliminacién de intrones en los mamiferos y en la secuencia del pre-ARNm
de kanga1, juzgar cada una de las siguientes combinaciones de factores segun sea:
improbable, posible 0 muy probable que favorezcan la eliminacién de intrones en el pre-
ARNmM de kanga1. En la siguiente tabla, los snRNP se llaman simplemente U1, U2, etc.
Suponer que no es necesario ningun factor adicional para la eliminacién de intrones en
este experimento. Justificar brevemente todas las respuestas.

Componentes Componentes Eliminacion de intrones
de mamiferos de marsupiales de kanga1?
1. U2, UlyUus u4/U6 improbable
y U2AF
2. u4/U6 y U5 U2y Ul posible
y U2AF
3. Ul, U5y U2AF U2 y U4/U6 muy probable
4. u4/U6, Ul y U5 U2y U2AF posible
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La base U2 se aparea con el punto de ramificacion y el consenso del sitio de
ramificacion marsupial es diferente del del mamifero. U2 y U6 interactuan para formar
el centro catalitico; es mejor si proceden del mismo organismo. En el apartado (b) se
establece que el marsupial tiene sitios de unién 5' y 3' que se alinean con el consenso
del mamifero, de modo que es probable que los mamiferos U1 y U2AF funcionen.

9d) ¢Qué dos combinaciones de factores de las presentes en la tabla del apartado
(c) cabria esperar que fueran las mas probables para promover la eliminacion de
intrones de los pre-ARNm de mamifero? Escribir el nUmero que las combinaciones
tienen en la tabla y justificar, brevemente, cada respuesta.

1- El U2 del mamifero se deberia unir al sitio de ramificacion del pre-ARNm del mamifero.
3- De las opciones restantes, ésta evita la interaccion U2-U6 de las mismas especies. El
U2 del mamifero puede fracasar en el reconocimiento del sitio de ramificacion del
marsupial, dado que esta secuencia difiere enormemente del consenso del mamifero.
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