Questoes de Biologia Molecular I - Transcricao e traducao.

Discutir em grupos de no maximo 4 alunos. Entregar relatdrio.

5" -ATA

3’ -TAT

1.

A sequéncia de DNA abaixo sera transcrita. A regido contida no Box 01 codifica um sitio de ligagdo ao ribossomo,
enquanto as sequéncias do Box 2 e 3 (negrito) se referem aos introns deste gene. Com base nestas informacdes
responda as questdes abaixo.

Box 01 . Box 02 Box 03

GCCGGCTRACATGCGTGGCGCGCGTATGCGCTGATAGGGATGATGLCGGCTTGAGCCTGAGACT -3 —Sense
CGGCCGATGTACGCCCCHCGCGCATACGCGACTATICCCTACTACEGCCGAACTCGGACTCTGA-5 -Antisense

a)

b)

<)

d)

Qual a sequéncia do RNAm maduro? (0,02)
Qual a sequéncia de aminoacidos da proteina? (0,02)

Qual serd a sequéncia da proteina se ocorrer uma dele¢ido do 152 par de bases do DNA (seta vermelha) deste gene?
E se ocorrer uma insercdo de um par A/T logo apds esta posicdo, qual sera a sequéncia da proteina codificada por
este gene? Qual mutagio sera potencialmente mais danosa a fung¢io da proteina? (0,0

De que forma uma mutagio no sitio de ligacdo ao ribossomo pode afetar a expressdo do gene? Explique. (0,5)

De que forma uma mutag¢do no intron (Box 2 ou 3) pode alterar a expressdo de um gene? (0,05)

A proteina (hipotética) sorrisina é encontrada apenas em algumas pessoas alegres. Verifica-se que as pessoas de

uma familia que vivem de mau humor nio sintetizam sorrisina. Analisando algumas pessoas dessa familia, vocé

encontra que, em comparacdo as pessoas alegres, o RNAm que codifica essa proteina em individuos mal

humorado é 173 bases menor. Caracterizando este gene, vocé observou que a regido deletada é interna no RNAm.

Na analise do DNA, vocé verifica que a diferenca entre os alegres e mau humorados é de apenas um nucleotideo, e

essa alteracdo ainda estd dentro de um intron. (0,1)

A. Elabore uma hipdtese para explicar o mecanismo molecular de como uma mutagdo de um Unico nucleotideo
pode gerar uma delecdo interna do RNA de 173 nucleotideos?

B. Assumindo que essa regido de 173 nucleotideos é parte da regido codificadora da proteina, qual deve ser a
consequéncia dessa delecdo para a proteina sorrisina?

O gene da tropomiosina humana apresenta processamento (splicing) alternativo para produzir varias moléculas
de RNAm em diferentes tecidos (figura 3). Para todas as formas de RNAm, a sequéncia da proteina é a mesma para
o exons 1 e 10. Os exons 2 e 3, assim como os exons 7 e 8, sdo alternados dependendo da célula. (0,1)
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Figura 3: Representacido do gene da tropomiosina humana. (A) estrutura do gene, sendo que as regides maiores
representam os introns e as numeradas os exons; (B) esquema alguns dos RNAs mensageiros produzidos,
indicando os RNA removidos pelo processamento com a linha mais fina.

A. Indique qual a sequéncia de exons finais na molécula do RNAs 1 e 2. (0,02)
B. Que caracteristicas devem ter os exons 2 e 3, e também os éxons 7 e 8, para que as sequéncias das proteinas
codificadas pelos dois RNAs sejas similares no inicio (exon 1) e final (exon 10)? Por qué? (0,08)

Quando as RNA polimerases de eucariontes foram inicialmente caracterizadas, 3 picos (picos 1, 2 e 3) de atividade
de polimerizacdo eram normalmente observados a partir de extratos celulares fracionados em colunas de
cromatografia (figura 4A). Ndo estava claro se esses picos representavam 3 proteinas distintas, ou 3 formas da
mesma RNA polimerase. Experimentos de medida de atividade de polimerase com 1 pg/ml ou 10 pg/ml da
substincia a-amanitina (obtida a partir do cogumelo venenoso Amantia phalloides - figura 4B) tiveram os
resultados mostrados na figura 4. Esses resultados indicam que os eucariontes apresentam diferentes RNA
polimerases, ou diferentes formas de uma mesma polimerase? Explique sua resposta. (0,1)
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Figure 6-14 MBoC5:The Problems Book (© Garland Science 2008)
Figura 4. Caracteriza¢do de atividades de RNA polimerase de célula eucarionte. (A) Apés fracionamento em uma

coluna de cromatografia, perfil proteico e de atividade de RNA polimerase em diferentes concentragdes de
amanitina. (B) figura representando o cogumelo de onde é extraida essa substancia.

A estrutura de exons-introns de genes eucariontes foi uma informacao inesperada pelos pesquisadores da época.
Os dados mais convincentes eram visuais como o representado na figura abaixo, imagem da hibridacdo de um
longo pedago de DNA do gene da ovoalbumina, com o respectivo RNA mensageiro. Para pesquisadores habituados
a diferenciar moléculas duplas e simples fitas, a’ imagem demonstrava a descontinuidade do gene. Quantos
introns e quantos éxons este gene possui? (0,04)
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Figure 6-17 MBoC5:The Problems Book (© Garland Science 2008)

Hibrido entre o gene da ovoalbumina DNA e RNA mensageiro correspondente. (A) foto de microscépio eletronico;
(B) mesma foto com a eliminagdo de background.

Esses problemas foram elaborados tendo como base o livro: Molecular Biology of the Cell, fifth edition. The Problems
Book. John Wilson e Tom Hunt.

Indicar a traducdo da sequéncia de RNA abaixo em aminoacidos, nos trés quadros de leitura possivel (use o codigo
genético apresentado no final desses exercicios). Este quadro de leitura é na verdade a parte interna de uma
proteina grande. Qual desses quadros de leitura é provavelmente o correspondente para essa proteina? Por que?
(0,05)

5’-AGUCUAGGCACUGA-3’

Ap6és o tratamento de bactérias com um agente mutagénico, vocé seleciona dois mutantes em um determinado

gene. Na mesma posicao da proteina codificada por este gene, um deles carrega uma alanina e outro carrega

metionina, nos dois casos substituindo uma valina na proteina selvagem. Vocé faz novamente o tratamento desses

mutantes com agente mutagénico e obtém dois novos mutantes, agora com treonina (figura 1). (0,06)

a. Usando a Tabela do cédigo genético, e assumindo que essas mutacdes envolvem em cada passo substituicdo
de um unico nucleotideo, deduza os c6dons de cada um dos quatro mutantes.

b. Em cada caso indique que tipos de mutag¢des foram essas (transi¢ao ou transversao)?

c. Seria possivel obter uma mutacdo que gerasse treonina (a partir de valina) em apenas um passo? Por que?
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Figura 1. Geragéo de duas etapas de mutagénese e a alteracdo de aminoacidso em uma unica posi¢do de uma
proteina.

0 codigo genético foi decifrado em parte por experimentos nos quais polinucleotideos de sequencias repetitivas
foram usadas como RNA mensageiros para direcionar a sintese proteica em extratos celulares. No tubo de ensaio,
condi¢des artificiais permitem que as proteinas sejam iniciadas em qualquer posi¢do da molécula de RNA, sem
necessidade do cédon de inicio (start codon), como é necessario na célula. Que tipo de polipeptideos vocé
esperaria obter se fossem usados os seguintes polinucleotideos em tais condi¢des? (0,05)

a. guuuuuuuuuuuuuuuuuuu..

b. AUAUAUAUAUAUAUAUAUAUA...

c. AUCAUCAUCAUCAUCAUC....



9. Imagine uma mutacdo que envolva substituicdo (troca de um por outro nucleotideo) em um unico nucleotideo de
um gene. Em qual posi¢do de um cddon (12, 22 ou 32 base) ha mais chances de se obter troca de aminoacido e por
que? (0,05)

10. O gene supressor bacteriano supF codifica um RNA-transportador (t-RNA) que codifica uma tirosina no c6don de
parada UAG (ambar). Isso permite a célula suprimir uma mutagdo em outros genes, eventualmente revertendo o
fenétipo selvagem. (0,1)

a. Explique que tipo de mutagio é revertido e como pode funcionar esse tipo de supressido genética.
b. Que tipo de mutacdo ocorre na molécula do t-RNA supF?
¢.  Quais as consequéncias da presenga de um t-RNA supF na traducdo das proteinas normais da bactéria?

11. Codons de terminagdo em bactéria sdo decodificados pelas proteinas RF1 (release factor 1, que reconhece UAG e
UAA) e RF2 (release factor 2, que reconhece UGA e UAA). Quando foi identificada a sequéncia do gene RF2, a
comparacdo com a sequéncia de aminoacidos revelou uma surpresa, contida na figura 2. As sequencias foram
checadas minuciosamente para eliminar possiveis artefatos. (0,1)

a. Qual a surpresa?
b. Formule uma hipdtese de regulacdo da sintese de RF2, que possa explicar porque foi evolutivamente
selecionado esse tipo de observacao.
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Figure 6-34 MBoC5:The Problems Book (© Garland Science 2008)
Figura 2. Representacdo esquemadtica do gene que codifica a proteina RF2. A sequéncia codificadora é
representada com uma linha mais forte, e sio mostradas as sequencias de inicio e fim da proteina.

0 codigo genético:



Second letter

u C A G
Uuu UCU ) UAU uGuU u
 uuc fere o b uact ™ ugo 1o g
UUA }Leu UCA UAA Stop UGA Stop A
UUG UCG | UAG Stop UGG Trp G
CuU ) CCU) CAU }His CGU ] u
S C CucC s CCC | Pro CAC CGC A C
% CUA CCA CAA }Gln CGA A 5"
e CUG } CCG } CAG CGG | G =1
i.%’ AUU ] ACU ) AAU }Asn AGU 1 Ser U o
A AUC tlle ACC | Thr AAC AGC | C i';D'
AUA ACA AAA AGA A
AUG Met ACG ] AAG }LVS AGG [A9 S
GUU ) GCU ) GAU}A GGU ) u
s GUCl,, accl, GACI™P eac|. —C
GUA GCA GAA }Glu GGA A
GUG ) GCG ) GAG GGG | G
|Amino acid [ Three letter code||One letter code|
|a|ar1ine || ala || A |
larginine I arg I R |
[asparagine L asn | N |
laspartic acid I asp I D |
lasparagine or aspartic acid|| asx I B |
lcysteine I cys I C |
lglutamic acid I glu I E |
lglutamine I gln I Q |
lglutamine or glutamic acid || alx I z |
[alycine | gly | G |
lhistidine I his I H |
lisoleucine I ile I [ |
leucine I leu I L |
lysine L ys Il K
[methionine I met I M |
[phenylalanine I phe I F |
[proline L pe | P |
|serine I ser I =] |
|threor1ine || thr || T |
[tryptophan | try L ow
[tyrosine | tyr | Y |
|ua|ine || val || W |

Esses problemas foram elaborados tendo como base o livro: Molecular Biology of the Cell, fifth edition. The Problems
Book. John Wilson e Tom Hunt.



