Ciencies 8 (2007)

Experiéncies didactiques i treballs practics

uina és la funcioé
el gen clonat?

Margarita Soriano, IES Verdaguer, Barcelona (bacillussubti@yahoo.es)

Francisca Guerola, IES Frederic Mompou, St. Viceng dels Horts (mguerola@xtec.net)

Presentem una activitat didactica complementaria per a alumnes de segon de batxillerat.
A partir d'una sequéncia de nucleotids del genoma de Paenibacillus barcinonensis deter-
minem la regi6 codificant d’'un gen, la proteina corresponent i la seva funcid. Com a annex

s’inclou el gui6 per a I'alumnat.

Per a 'alumnat de Batxillerat no és facil enten-
dre el desenvolupament i I'aplicacié de la genética
molecular i la enginyeria genética, ja que son te-
mes molt nous que estan evolucionant constant-
ment. Una part fonamental de la nostra feina és
ajudar-los a aconseguir-ho.

En aquesta activitat els alumnes posen en prac-
tica conceptes estudiats a diferents unitats didacti-
ques estudiades anteriorment: Proteines, Enzims,
Microbiologia, Genética molecular i Enginyeria ge-
nética.

Al proposar aquesta practica pretenem:

e Acostar als alumnes el treball cientific real de un
laboratori modern de genética.

e Fer un repas de la biologia de segon de batxille-
rat.

e Veure la relacié entre la sequenciacié de geno-
mes i la traduccié a proteines, fent-los cons-
cients de la dificultat i meticulositat d’aquest tre-
ball.

Al final 'alumne ha de produir un text explicatiu
de tots els processos que ha seguit en I'activitat.

INTRODUCCIO

L’objectiu global de la Genética és l'analisi de
I'estructura i funcié dels genomes i dels gens.

Les primeres evidéncies sobre la funcié dels
gens van sorgir de I'observacié de correlacions en-
tre determinades mutacions i la deficiéncia d’'un en-
zim o d’altre tipus de proteines. La comprensio de
I'estructura i funcié dels gens va experimentar un
gran aveng quan es va establir la relacié entre la
preséncia de mutacions en un gen i la preséncia de

canvis d’aminoacids especifics en la proteina cor-
responent. Aquests coneixements, junt amb el des-
cobriment de la naturalesa del DNA i del codi gené-
tic, van ser molt importants per posar de manifest la
naturalesa basica del gen.

Malgrat aix0, abans de I'Gltim ter¢ del segle XX
el seu estudi havia estat només per mitjans indirec-
tes, mai s’havia aillat un gen ni analitzat la seva
sequencia. Encara que s’havia aillat DNA a partir
de teixit viu, amb una consisténcia de massa molt
viscosa, com podria aillar-se un gen especific entre
aquesta “massa de fills embolicats”?

L’enginyeria genética ho ha fet possible, i en
l'actualitat s’aillen gens i altres parts del genoma
rutinariament.

L’aillament de gens ens permet:

¢ la determinacié de la sequéncia nucleotidica i a
partir d’aquesta informacié es poden establir les
caracteristiques del gen

e la comparacié entre les sequéncies de DNA de
diferents gens pot proporcionar informacié sobre
la seva evolucié

e la determinacié de la sequéncia d’aminoacids
mitjangant la conversié de la seqiéncia de nu-
cleotids dictada pel codi genétic, i a partir
d’aquesta conéixer la funcié de la proteina

e l'estudi de la modificacio de la seqliiencia de nu-
cleotids per determinar la funcié de cada ami-
noacid en la proteina

e la generacié d'organismes transgénics (orga-
nismes amb gens procedents d’altres organis-
mes), per la utilitzacio en la investigacié tant ba-
sica com aplicada
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Avui dia la determinacié de la funcioé d’'una pro-
teina s’ha facilitat molt degut a la creacio i publica-
ci6 de bases de dades d’accés public. Una de les
més importants i utilitzades és SwissProt, a la qual
es pot accedir a través del sistema ExPASy (fig. 1)
de I'Institut Suis de Bioinformatica.

PROSITI

= for [Ga|[C

i ExPASy Home page Site Map Contact us

Search swisss

Search ExPASy

'ExPASYy Proteomics tools

The tools marked by i are local to the ExPASy server. The remaining toois are developed and host

[Protein identification and characterization] [DNA > Protein] [Similarity searches] [Pattern and profile searc|
iction] [Primary analysis] [S ¥ structure i ] [Tertiary structure] [{
[Blologlcal text analysis]

Protein identification and characterization
on and with peptide mass fingerprinting data
+ Aldente & - Identify proteins with peplide mass fingerprinting data. A new, fast and powerful toc
transformation for spectra libration and outiier exclusion. D the stand-alone version
= FindMod o - Predict potential protein post-transiational medifications and potential single aminc
Exparimantally maasured paptide massas are d with tha th tical pep caleulate
user-antered sequence, and mass differences are used to better characterize the protein of inti
» FindPept i - Identify peptides that result from unspecific cleavage of proteins from their experi
artefactual chemical madifications, post-translational modifications (PTM) and protease autolytic
+ GlycoMod s - Predict possible cligosacchande structures that occur on proteins from their exp
for free or denvatized cligosacchandes and for glycopeptides)

Figura 1. Web del sistema ExPASy

Cada seqliéncia de proteines és una fitxa de
SwissProt, en la qual, a més de la estructura prima-
ria de la proteina, també ens ofereix altres tipus
d’informacions organitzades en diferents camps. Al
voltant de SwissProt s’han desenvolupat altres ba-
ses de dades i utilitats per a extraure la maxima in-
formacié possible a partir de la estructura primaria
de les proteines.

Els diferents exercicis que proposem permetran
descobrir SwissProt i altres bases de dades i utili-
tats.

Després de la sequenciaciéo completa del geno-
ma huma I'abril del 2003, les bases de dades que
organitzen tota la informacié del genoma huma es-
tan adquirint cada vegada més importancia. Una
d’elles és la anomenada GeneCard. En aquest ti-
pus de bases de dades podem trobar, entre altres
coses, la localitzacid cromosoOmica de qualsevol
gen huma, variants polimorfigues o SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism), gens homolegs en al-
tres eucariotes, etc. Per aixd0 és important que
'alumnat tingui contacte amb aquest tipus d'in-
formacio.

Identificacio i analisi
d’'una sequencia de DNA

La majoria de sequéncies de proteines que
s’incorporen a les bases de dades provenen de la
traduccié de sequéncies de DNA procedents de
projectes genoma. Per aquest motiu s’han desen-

volupat una série de técniques bioinformatiques per
a localitzar les regions codificants i predir la possi-
ble funcié de la proteina codificada, aixi com per a
localitzar en el DNA regions reguladores, zones re-
petitives, etc.

A I'nora de sequenciar el DNA hem de tenir en
compte si es tracta d’'un organisme procariota (no-
més té introns) o eucariota (té introns i exons).

La caracteritzacié d’'un fragment de DNA geno-
mic d’un organisme eucariota és més complicada.
En aquest cas és necessari predir els llocs exactes
on comencen i acaben tant els introns com els
exons. Encara que per a les prediccions disposem
de guies, com per exemple els llocs consens de
splicing, sempre hi ha una certa incertesa amb els
resultats. A més, en els gens eucaridtics es dona el
fenomen de splicing alternatiu, el qual dificulta més
la definicié del lloc de splicing. D’aquesta manera,
no sempre un gen codifica una Unica proteina. Es
per aixd que la practica que us proposem parteix
del genoma d’'un organisme procariota. Creiem que
per 'alumnat de batxillerat i per als objectius que
volem aconseguir és suficient.

Hem de recordar a I'alumnat que quan es tra-
dueix un fragment de DNA és important definir qui-
na sera la pauta de lectura o open reading frame
(ORF) que s'utilitzara. Recordem que hi ha sis pau-
tes de lectura diferents (tres per a una cadena i tres
més per a la cadena complementaria) per a traduir
un fragment de DNA, segons que es comenci per la
primera, segona o tercera base del fragment de
DNA i el bri de DNA que és transcrigui en viu.

Es per aixo que els traductors informatics donen
6 possibles pautes de lectura, 3 forward i 3 reverse.
D’aquestes 6 possibilitats normalment s’escull la
pauta de lectura més probable: llavors es diu que
s’ha fet una conceptual translation, és a dir, s’ha
triat la regié codificant més probable.

Una vegada coneguda I'estructura primaria més
probable de la proteina es pot predir quina és la
funcié que té. Per fer-ho es busca en les diferents
bases de dades a quines proteines ja seqliencia-
des s’assembla la nostra sequieéncia problema. Si hi
ha un nivell de similitud elevat al llarg de tota la pro-
teina i només es troben similituds amb una unica
funcio, es pot atribuir aquesta funcié a la proteina
problema.

Objectius
El que es pretén en aquesta activitat esta ben

relacionat amb els objectius de la matéria de Biolo-
gia de Batxillerat:
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e Coneéixer les técniques de sequenciacié d'un
gen

e Entendre els mecanismes de duplicacio, trans-
cripcio i traduccié (objectiu terminal 37)

e Investigar l'existéncia de pautes de lectures
(ORFs) en una sequéncia de DNA (procediment
2.1)

e |dentificar la funcié de sequiencies problema de
DNA i proteines (Investigar la funcié d’un gen)

e Evidenciar la relacio existent entre diferents te-
mes (Estructura de les Macromolécules, Protei-
nes, Enzimologia, Geneética Molecular, Enginye-
ria Genética, Biologia Cel-lular, Microbiologia)

¢ Orientar-se en I'embolic de les xarxes de bases
de dades de sequéncies (procediment 2.1)

e Accedir a recursos genomics, protedmics i bi-
bliografics

e Aprendre a organitzar la informacié obtinguda
(procediment 3.1)

e Redaccié de la memoria de forma rigorosa i
concreta, en estil cientific (procediment 4)

PRACTICA | COMENTARIS
PER AL PROFESSORAT

Objectiu

En la segtient practica volem replicar, transcriu-
re i traduir un gen clonat en un plasmidi. D’aquesta
manera podrem conéixer la seqiiéncia d’amino-
acids i a partir d’ella identificar la seva funcio.

A partir del fragment de DNA sequienciat, inserit
en el plasmidi, hem de:

e Replicar el fragment de DNA (objectiu terminal

37).

e Transcriure la sequéncia de nucleodtids (objectiu

terminal 37)

e i posteriorment traduir-la (objectius terminals 37
i38),

e saber quina és la part del fragment de DNA que
correspon al gen que volem investigar (objectiu

terminal 36)
e i conéixer la funcié de la proteina (objectius ter-

minals 8 i 33).

Cal tenir en compte que el DNA bacteria no té
introns. Aix0 significa que cada gen codifica per a
una proteina.

Continguts de la practica

Fets:
5.7 Replicacio i expressio del material genétic.

Procediments:

1 Realitzacié i valoracié d’experiéncies

2.1 Utilitzacié de material telematic

3.1 Elaboracié de protocols de practiques

3.5 Formulacié de conclusions

4.1 Expressio per escrit, de la informacié obtingu-
da a partir de I'analisi dels processos de trans-
cripcio i traduccid.

4.2 Utilitzacio del llenguatge cientific.

4.3 Elaboracié i presentacio de treballs

5 Aplicacié de conceptes estudiats a situacions
reals

Valors:

1 Valoracié critica de la Biologia, aixi com de les
seves aplicacions.

3 Interés per les relacions que existeixen entre
la Biologia, la societat i la tecnologia.

Materials

Les bases de dades i eines que necessitaras
per a resoldre l'activitat les pots trobar al full de
practiques i al Protein Analysis System (ExPASy:
http://www.expasy.ch/tools/). Aquesta sera la pagi-
na a qué pots dirigir-te per a triar I'eina adequada
en cada ocasio i respondre les preguntes planteja-
des.

A més, has de tenir en compte que:

e Al llarg de la sessi6 s’han de guardar les adre-
ces utilitzades per posar-les com a bibliografia.

e Cal guardar tota la informacié que es trobi en un
disc 0 a la memoria USB per a poder respondre
aixi a les preguntes i presentar un informe final
de les practiques. No s’ha de deixar res en el
disc dur de l'ordinador ja que I'endema podria
no estar alli.

Meéetode

A partir d’'una sequencia de nucledtids hem de
trobar el gen que volem investigar.

tcaggctccgtacaaggggtgagcccgcagggtgectgtagacaa

gccagcggcttgtitatcaaattacttaaattaagggaggatgttgat

gatgaaaaaaatgttaacgctcttgctgtctgccggtcttgttgcticc
atatttggtgtaatgcctgccgeggcetgecgecaaccgtcgtcaattcaa
cgatcgttgtaccgaagggcacgacctatgatggacaggggaaaa

cctttgtagcgaatccctctacattaggtgacggttctcaagcggagaa
tcagaagcctgtatticcggctggaagcaggggcaactttgaaaaatg
ttattattggtgcacccgcagcggatggtgtgcattgttacggcagcetgt
aatatttccaacgttgtatgggaagatgtaggcgaggatgcattgaca
ctgaaatcatcaggaaccgttaatattaccggcggagcagcgtataa
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ggcttacgataaagtgtttcagatgaacgcticgggtacgattaatatc
aaaaacttccgtgcggatgatatcggcaagctggtgcggcaaaatg
gaggaacctcctatgcggttaacatgacactggataattccaacatat
ccaacgtgaaggattccattatgcgcacggacagcagtgtatctcaa
gggaagatcacgaacacacgttactccaaagtgccaacgctgttca
agggctttgcttcaggcaagacgagccagtccggaaatacacagta
ttaacgcacgcttgcagtaaaaaataaagaagcggctgaagticaa
gtaccacctgctcagccgttgaggagaaccaaataaaacgggatg
aaccagtcaacatggcctcatcccgttttgatttggtttgtttggttacagce
catgaatctgtatccatatcgaattacttctctccaggcacctcaacga
acagtttgccttgggatggagcagcagaaccgctatccaaggagcec
ggatttgttcatgatctcataagcggtticctccagcatgcgagaatattt
gaaggataccagcgtttttccggctacagatggacgggttcctgcectc
ggcaacgggttitgccttgataaagaacaggtcaccaatggttccgg

cttgtttgctcagattggcttgccatttcaacagtgcatttccgtictccate
gtataataactgaccaga

1. Abans de ficar-nos en feina practicarem la
replicacid, transcripcid i traduccié a partir d'una
petita seqiiéncia de nucleotids.

Copia la sequiencia de nucleotids senyalada en
negreta. Fes la cadena complementaria d’aquesta
sequiencia. A continuacié transcriu i tradueix la se-
guéncia (fig. 2). El resultat és a la Figura 3.

Segona lletra
U C A G

uuu}Fen ucu UAU}TIr UGU}GI” U

u | uc UCC | . | UAC UGC C

UUA] | o, | UCA }St UGA Stop | A

uu UCG UAG UGGTrp | G
cuu CCUl CAU} His | CGU Ul o
© cuc ccc CAC CGC C| 3
£ | ©lcuafteu |cea [P Al gin | COA A8 Al S
© CUG CCG / CAG CGG G| &8
E AUU ACU ) } Asn AGU}Ser ulgs

£ | A AUC}IIe ACC {10 C AGC C

AUA ACA AAA} Lis AGA} Arg | A

AUG Met | ACG '’ AGG G

GUU GCU ) GAU} Asp | GCU U

G | GUCl, | GCC i, |GAC i Nelcle ai | C

GUA GCA GAA] 5, | GGA A

GUG GCG GA GGG G

Figura 2. Pauta per a la lectura de seqiiencies de mRNA.

1 TAA GGG AGG ATG TTG ATG ATG
DNA ATT CCC TCC TAC AAC TAC TAC
MmRNA UAA GGG AGG AUG UUG AUG AUG
Aa Stop Gly Arg Met Leu Met Met

2 T AAG GGA GGA TGT TGA TGA
DNA A TTC CCT CCT ACA ACT ACT
mRNA U AAG GGA GGA UGU UGA UGA
Aa Lys Gly Gly Cys Stop Stop

3 TA AGG GAG GAT GTT GAT GAT
DNA AT TCC CTC CTA CAA CTA CTA
mRNA UA AGG GAG GAU GUU GAU GAU
Aa Ser Glu Asp Val Asp Asp

AAA AAA ATG TTA ACG CTC TTG CTG
TTT TTT TAC AAT TGC GAG AAC GAC
AAA  AAA AUG UUA ACG CUC UUG CUG
Lys Lys Met Leu Thr Leu Leu Leu

TGA AAA AAA TGT TAA CGC TCT TGC TG
ACT TTT TTT ACA ATT GCG AGA ACG AC
UGA AAA AAA UGU UAA CGC UCU UGC UG
Met Lys Lys Cys Stop Arg Ser Cys

GAA AAA AAT GTT AAC GCT CTT GCT
CTT TTT TTA CAA TTG CGA GAA CGA
GAA AAA AAU GUU AAC GCU Cuu cGcu
Glu Lys Asn Val Asn Ala Leu Ala

[ONeN0)

Figura 3. Els tres possibles resultats.
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a) De la sequéncia estudiada on podria comencar
una hipotética proteina?

Els alumnes han de saber que el primer triplet
que es tradueix és, normalment, 'AUG, que cor-
respon a la metionina, per tant, la proteina ha de
comengar per aquest aminoacid. En aquest cas hi
ha tres metionines juntes. Podria ser qualsevol de
les tres. Per precisar més hauriem de coneixer la
distancia a senyals consens. Son sequeéncies que
es troben a una distancia determinada dels codons
d’iniciacid, i que s’aparellen amb I'extrem 3’ del
rRNA 16S del ribosoma. En procariotes sén sem-
blants a TTGACA (a una distancia de 35 nucledtids
de AUG) i a TATAAT (a una distancia de 10 nu-
cledtids del codé AUG). Es mostren assenyalats en
blau en la seqgliiéncia.

El DNA bacteria presenta una estructura circular
de doble cadena. Aix0 significa que el nostre gen
pot estar en qualsevol de les dues cadenes. Com
les sequencies poden ser molt llargues, podem te-
nir la sequiéncia del gen en la cadena original o en
la complementaria, i a la vegada cadascuna pot te-
nir tres pautes de lectures o ORF (open reading
frame), en els laboratoris es treballa amb progra-
mes que ens transcriuen i tradueixen la sequéncia
de la hipoteética proteina.

b) A I'exercici a) has traduit la sequiéncia de mRNA
utilitzant una pauta de lectura. A continuacio,
torna a traduir la seqiéncia de mRNA utilitzant
les altres 2 pautes de lectura. La sequéncia
d’aminoacids és la mateixa?

Aquest exercici s’aconsella que es faci en grups
de dos alumnes, aixi podran comparar el resultat
de les seqiiéncies d’aminoacids (fig. 3) i comentar-
les. Posteriorment, es fara una posada en comu del
grup classe.

2. A partir de la sequéncia de nucleotids
completa donada al principi de la practica, la
replicarem, transcriurem i traduirem amb un
programa informatic per trobar la seqliéncia de
la hipotética proteina:

e Primer, anirem a la seglient pagina:
http://www.expasy.ch/tools/

e Clicarem sobre la seglient opcio:
DNA — Protein

¢ A continuacio farem dos clics sobre: Translate

e Enganxa la seqiiéncia de nucleotids en el qua-
dre en blanc (fig. 4)

e Per ultim clica sobre Translate sequence

T e
€A Homs poge
4._3}, Translate tool
e
I

Translate is a tool which allows the translation of a nucleatids (ONA/RNA) sequence to a protein sequance.

Please enter a DNA or RNA sequence in the box balow (numbers and blanks are ignored).

Gutput format. ¥

Lt okl BFsb1999 by ELG

i ExPASy Home page Contactus Proteomics toois

Wre st
[“iiicla, ®c o TS e taree ha. B0 cmc e e e T [ I T

Figura 4. Pagina amb I'eina Translate Tool

Resultats

c) Enganxa els resultats.

Translate Tool - Results of translation
5’3’ Frame 1

SGSVQGVSPQGACRQASGLFIKLL
KLREDVDDEKNVNALAVCRSCCFH
IWCNACRGCANRRQFNDRCTEGH
DLStopWTGENLCSESLYIRStopRFS
SGESEACIPAGSRGNFEKCYYWCT
RSGWCALLRQLStopYFQRCMetGRC
RRGCIDTEIIRNRStopYYRRSSV
Stop GLRStop SVSDERFGYDStopY QK
LPCGStopYRQAGAAKWRNLLCG
StopHDTGStopFQHIQREGFHYAHG
QQCISREDHEHTLLQSANAVQGLC
FRQDEPVRKYTVLTHACSKKStopR
SGStopSSSTTCSAVEENQIKRDEPV
NMetASSRFDLVCLVTAMetNLYPYR
ITSLQAPQRTVCLGMetEQQNRYPR
SRICSStopSHKRFPPACENIStopRIP
AFFRLQMetDGFLPRQRVLP Stop Stop
RTGHQWFRLVCSDWLAISTVHFRS
PSYNN Stop P

53 Frame 2

(La part ombrejada en gris correspon a la proteina
buscada).

QAPYKGStopARRVPVDKPAACLSN
YLNStopGRMetLMet Met KKMetLTLLLS
AGLVASIFGVMetPAAAAPTVVNSTI
VVPKGTTYDGQGKTFVANPSTLGD
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GSQAENQKPVFRLEAGATLKNVIIG
APAADGVHCYGSCNISNVVWEDYV
GEDALTLKSSGTVNITGGAAYKAY
DKVFQMetNASGTINIKNFRADDIGK
LVRQNGGTSYAVNMetTLDNSNISN
VKDSIMetRTDSSVSQGKITNTRYS
KVPTLFKGFASGKTSQSGNTQY
StopRTLAVKNKEAAEVQVPPAQPL
RRTKStop NGMetNQSTWPHPVLIWF
VWLQPStopICIHIELLLSRHLNEQFA
LGWSSRTAIQGAGFVHDLISGFLAQ
HARIFEGYQRFSGYRWTGSCLGN
GFCLDKEQVTNGSGLFAQIGLPFAQ
QCISVLHRIITDAQ

53 Frame 3

RLRTRGEPAGCLStopTSQRLVYQIT
Stop | KG G C Stop Stop Stop KKC StopRS C
CLPVLLLPYLVStopCLPRLRQPSSI
QRSLYRRARPMetMetDRGKPLStopR
IPLHStopVTVLKRRIRSLYSGWKQG
QLStopKMetLLLVHPQRMetVCIVTAA
VIFPTLY G K Met Stop AR Met H Stop H
StopNHQEPLILPAEQRIRLTIKCFR
Stop TLRVRLISKTSVRMetISASWCG
KMetEEPPMetRLTStopHWIIPTYPT
StopRIPLCARTAVYLKGRSRTHVTP
KCQRCSRALLQARRASPEIHSINA
RLQStop KIKKRLKFKYHLLSRStop G
EPNKTGStopTSQHGLIPFStopFGLF
GYSHESVSISNYFSPGTSTNSLPW
DGAAEPLSKEPDLFMetlSStopAVSS
SMetREYLKDTSVFPATDGRVPASA
TGFALIKNRSPMetVPACLLRLACHF
NSAFPFSIVStop StopLTR

3’5 Frame 1

SGQLLYDGERKCTVEMetASQSEQT
SRNHWStopPVLYQGKTRCRGRNPS
ICSRKNAGILQIFSHAGGNRLStopD
HEQIRLLGStopRFCCSIPRQTVR
Stop GAWREVIRYGYRFMetAVTKQT
KSKRDEAMetLTGSSRFIWFSSTAE
QVVLELQPLLYFLLQACVNTVYFRT
GSSCLKQSPStopTALALWSNVCS
StopSSLEIHCCPCAStopWNPSRWIC
WNYPVSCStopPHRRFLHFAAPACR
YHPHGSFStopYStopSYPKRSSETLY
RKPYTLLRRStopY StopRFLMetISVS
MetHPRLHLPIQRWKYYSCRNNAHH
PLRVHQStop StopHFSKLPLLPAGIQ
ASDSPLENRHLMetStopRDSLQRFS
PVHHRSCPSVQRSLNStopRRLAQP
RQALHQIWKQQDRQTARALTFFSS

STSSLNLSNLINKPLACLQAPCGLT
PCTEP

3’5 Frame 2

LVSYYTMetENGNALLKWQANLSKQ
AGTIGDLFFIKAKPVAEAGTRPSVA
GKTLVSFKYSRMetLEETAYEIMetN
KSGSLDSGSAAPSQGKLFVEVPGE
KStop FDMetDTDSWLStopPNKPNQN
GMetRPCStopLVHPVLFGSPQRLSR
WYLNFSRFFIFYCKRALILCISGLA
RLAStopSKALEQRWHFGVTCVRDL
PLRYTAVRAHNGILHVGYVGIIQCH
VNRIGGSSILPHQLADIIRTEVFDIN
RTRSVHLKHFIVSLIRCSAGNINGS
Stop Stop FQCQCILAYIFPYNVGNITA
AVTMetHTIRCGCTNNNIFQSCPCF
QPEYRLLILRLRTVTStopCRGIRYK
GFPLSIIGRALRYNDRStop ! DDGWR
SRGRHYTKYGSNKTGRQQER Stop H
FFHHQHPPLIStopVIStop Stop TSRWL
VYRHPAGSPLVRSL

3’5’ Frame 3

WSVIIRWRTEMetHC Stop NGKP | Stop
ANKPEPLVTCSLSRQNPLPRQEPV
HLStopPEKRWYPSNILACWRKPL
MetRSStop TNPAPWIAVLLLHPKANC
SLRCLERSNSIWIQIHGCNQTNQIK
TGStopGHVDWFIPFYLVLLNG Stop A
GGTStopTSAASLFFTASVRStopYCV
FPDWLVLPEAKPLNSVGTLEStopR
VFVIFPStopDTLLSVRIMetESFTLD
MetLELSSVMetLTAStopEVPPFCRTS
LPISSARKFLILIVPEAFIStopNTLS
Stop ALYAAPPVILTVPDDFSVNASS
PTSSHTTLEILQLPStopQCTPSAAG
APIITFFKVAPASSRNTGFStopFSA
StopEPSPNVEGFATKVFPCPSStopV
VPFGTTIVELTTVGAAAAGITPN Met
EATRPADSKSVNIFFIINILPStop FK
Stop FDKQAAGLSTGTLRAHPLYGA
Stop

d) Quina és la sequéncia d’aminoacids que pot
donar una proteina, és a dir, que comenci amb
un codd dinici (ATG), acabi amb un codoé
STOP (TAA, TGA o TAT) i que codifiqui el poli-
péptid més llarg (Open Reading Frame, ORF)?

L’alumne ha d’enganxar la resposta correcta. La
sequéencia d’aminoacids que comenca per ATG,
acaba en un codd STOP i codifica pel polipeptid
més llarg és la que esta senyalada en groc. La pro-
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teina podria comengar per qualsevol de les tres
metionines, perd mirant la distancia a sequéncies
consens, és més probable que comenci per la ter-
cera.

e) En quina cadena es troba (5'— 3’ 0 3'— 5')?

La seqgliencia es troba en la cadena que va en
direccié 5'—>3’

f) En quina pauta de lectura es troba (1a, 2a o
3a)?

La pauta de lectura és la segona.

3. Una vegada tenim la seqiiéncia d’aminoacids,
hem de veure quina funcio té.

Hem d’anar a una base de dades que compara
la nostra sequéncia d’aminoacids amb altres se-
gliencies de proteines ja conegudes. El resultat de
la cerca de similituds és una llista ordenada de les
proteines més semblants. Al costat de cadascuna
apareix un numero, score. Quant més alt és I'score
(el numero) més similitud hi ha.

A més obtindras un grafic de colors per a veure
si 'homologia de sequéncia és al llarg de tota la
proteina o només en un fragment localitzat, i els
alineaments de la sequéncia problema amb cada
una de les seqliéncies de la llista anterior.

e Per arribar a la base de dades clica sobre
I'adreca http://www.expasy.ch/tools/

e A continuacié clica sobre Similarity searches

e A la nova pagina clica sobre BLAST at NCBI
(fig. 5)

e Protein (ja que tenim la seqiéncia d’amino-
acids)
Protein-protein BLAST (blastp)
Inserir la sequiéncia d’aminoacids al requadre en
blanc que trobaras a la pagina

e Blast (Obtenim les homologies)

Quin percentatge d’aminoacids idéntics (identi-
ties) hi ha entre la teva sequiéncia problema i la
més semblant? Per saber-ho pots clicar damunt
del nimero score.

¢)]

La resposta és 100%.

h) A quin organisme pertany la proteina més sem-

blant a la teva proteina problema?

i) A la base de dades posa Bacillus BP-23. En el
moment que es va sequenciar el DNA encara

no s’havia classificat el bacteri. Ara se sap que
és Paenibacillus barcinonensis (bacteri).
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» BCM search launches = 5o fame ransiaton of nuclectde seguences)

» Backirarslaticon - Trarmlabes 8 protein sequence back b 8 nucledtide sequenc
= Aeverss Transiate - Translxies & protein sequence back 1o 8 ruciectide sequ

= Gorawise - Compares o protein sequence 1 8 gancmic DNA sequence. s
= LabOn\eb - Elongaticn, expressicn profilass ard sequence analyes of ESTe

= List of gena Eanbficaton saftwene sian

& BLAST & Nabwom Serace on ExPASy

s BLAST = gt EMErwi-CH'SIE (Sweizeriand)

= BLAST ot NCEH

= WILLELAST o Boric's group in ELEL [Haeclglbarg

o WU-BELAST and BLAST of the EBI (Himsdon|

= BLAST ot PBIL (Lyon)

» Fastad - FASTA vernion ) ot the EBI

» FOF « Smith/'Walerman type searches on Paraced's Fest Diata Finder (FOF) a2
» WMPsrch - SmithWalsrman seguence comparison st EB|

» PrapSearch - Stnachural homolog sesrch using a propeties’ spproach et Moni
» SAMBSA . Systolic Accelesator for Molscular Biological Applicatians

s SAWTED » Stnucture Assignmant ¥With Text Description

s Scanpa - Smiarity ssarches using Barton's sigarnthm

s SEQUEROME - BLAST similarity search and saguence profiing ot Georgetos
» SHOPS - Analysis of the gencmic oparon context for ary group of proteine

Figura 5. Pagina per triar 'opcio BLAST at NCBI

j) Quina és la funcié hipotética que té nostra pro-
teina?

La nostra sequiéncia d’aminoacids té una eleva-
da homologia amb la sequéncia d’aminoacids d’una
pectat liasa (pectinasa). Per tant, la possible funcié
de nostra proteina és la de trencar els enllagos que
hi ha entre els mondmers del pectat o acid poliga-
lacturonic. Per saber si aquesta és la seva funcio
hauriem de fer assajos al laboratori.

k) Quin tipus d’enzim és? Qué fa?

Com hem comentat abans, I'enzim és una pec-
tat liasa. A la unitat d’enzims els alumnes han estu-
diat que és una liasa, per tant han de saber explicar
qué fa aquest enzim.

Les liases separen grups sense intervencié de
'aigua (sense hidrdlisi), i generalment originen en-
llagos dobles a la molécula. Per tant, aquest enzim
trenca els enllagos que hi ha entre els monomers
de l'acid poligalacturonic o pectat formant un doble
enllag i sense alliberar aigua (fig. 6).

Relacionat amb aquesta pregunta es podria,
comentar la diferéncia entre una liasa (pectat liasa)
i una hidrolasa (poligalacturonasa).

Les hidrolases, també trenquen enllagos, pero
amb addici6 d’'una molécula d’aigua que s’es-
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cindeix i aporta un —OH a una part i un —H a l'altra,
com es pot observar a la fig. 6.

Felicitats, has aconseguit conéixer la funcié d’u-
na proteina desconegudal!

Redaccio6 de la memoria

La redaccioé de la memoria és un treball perso-
nal. A continuacidé es proposen alguns suggeri-
ments que poden resultar d’ajuda:

(S’aconsella al professor fer una posada en co-
mu abans d’escriure la memoria).

Ha de constar de introducci6, material i meéto-

des, resultats, conclusio, discussié i bibliografia.

e Utilitzar el maxim rigor en les frases i expres-
sions. El subjecte de I'oracié ha de quedar sem-
pre clar, evitant expressions que puguin donar
lloc a més d'una interpretacio.

e Poden copiar-se les preguntes dels exercicis en
un document de Word, aixi, a I'hora de respon-
dre un pot ajudar-se fent un copiar i pegar dels
resultats obtinguts a través d'Internet.

e Assegurar la perfecta comprensié de les respos-
tes.

e Afegir les adreces d'Internet utilitzades en la bi-

bliografia.

Pectat o Acid poligalacturonic

H
(0731
0
Pectat liasa COo
OH coor
; 0
A NoH /
0 * H e
Q
Coo OH

O

COOr

OH
OH Poligalacturonasa

+H,0

OH oo
dep NOH . HO
oo OH

Figura 6. Classificacié de les pectinases que actuen sobre acid poligalacturdnic o pectat. Aquestes poden
ser: Pectat liasa o Poligalacturonasa. L’enzim trobat trenca els enllagos que hi ha entre els monomers de
I'acid poligalacturdnic o pectat formant un doble enllag i sense alliberar aigua.
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GLOSSARI

Ex6: Segments de RNA que contenen la infor-
macié per a la sintesi de proteines. Sequéncies
amb sentit.

Gen: Unitat fonamental, fisica i funcional, de la
heréncia que transmet la informacié d’una genera-
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cio a la seguent. Fragment d’acid nucleic, general-
ment, ADN, que duu informacié per a un caracter.

Genoma: Material genétic complet d’'una dota-
ci6 cromosomica.

Intré: Fragment del gen sense funcié coneguda,
que es transcriu perd que el producte de la seva
transcripcio és eliminat del mRNA madur. Sequién-
cia sense sentit que no codifica per cap proteina.

Organismes transgenics: Organismes amb
gens procedents d’altres organismes.

Pauta de lectura o open reading frame (ORF):
Es la porcié del genoma d’un organisme que conté

una seqléncia de bases que podria codificar po-
tencialment una proteina.

Plasmidi: Molécula extracromosdmica de DNA
amb capacitat de replicacié autdnoma.

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism): Vari-
ants polimorfiques dels nucleotids d’un gen.

Splicing: Procés d’eliminacioé d’introns i unié de
les regions informatives o exons.

Splicing alternatiu: Procés d’eliminacié d'in-
trons i unié de les regions informatives o exons,
que pot variar segons la proteina que codifica.
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Quina és la funciod del gen clonat?

Margarita Soriano i Francesca Guerola

Objectiu

En la seguent practica volem replicar, transcriu-
re i traduir un gen clonat en un plasmid. D’aquesta
manera podrem conéixer la seqiéncia d’amino-
acids i a partir d’ella identificar la seva funcié.

A partir del fragment de DNA sequenciat inserit
en el plasmid, hauras de:

replicar el fragment de DNA,

transcriure la seqiiéncia de nucleotids,

traduir la seqliéncia de nucleotids,

saber quina és la part del fragment de DNA que
correspon al gen que volem investigar,

e iconéixer la funcié de la proteina.

Cal tenir en compte que el DNA bacteria no té
introns. Aixo significa que cada gen codifica una
proteina.

Materials

Les bases de dades i eines que necessitaras
per a resoldre l'activitat les pots trobar al full de
practiques a Protein Analysis System (ExPASy:
http://www.expasy.ch/tools/). Aquesta sera la pagi-
na a la que pots dirigir-te per a triar I'eina adequada
en cada ocasié i respondre les preguntes planteja-
des.

A més, has de tenir en compte que:

o Al llarg de la sessié has de guardar les adreces
utilitzades per posar-les com a bibliografia.

e Cal guardar tota la informacié que trobis en un
disc o pen drive per a poder respondre aixi les
preguntes i presentar un informe final de les
practiques. (No has de deixar res teu en el disc
dur de l'ordinador ja que 'endema potser no li
trobessis).

Metode

A partir d’'una sequéncia de nucledtids hem de
trobar el gen que volem investigar.
tcaggctccgtacaaggggtgagcccgcagggtgectgtagacaa
gccagcggcttgtttatcaaattacttaaattaagggaggatgttgat
gatgaaaaaaatgttaacgctcttgctgtctgccggtcettgttgcttce
atatttggtgtaatgcctgccgeggcetgcgcecaaccgtcgtcaattcaa
cgatcgttgtaccgaagggcacgacctatgatggacaggggaaaa
cctttgtagcgaatccctctacattaggtgacggttctcaagcggagaa
tcagaagcctgtattccggctggaagcaggggcaactttgaaaaatg
ttattattggtgcacccgcagcggatggtgtgcattgttacggcagctgt
aatatttccaacgttgtatgggaagatgtaggcgaggatgcattgaca
ctgaaatcatcaggaaccgttaatattaccggcggagcagcgtataa
ggcttacgataaagtgtttcagatgaacgcttcgggtacgattaatatc
aaaaacttccgtgcggatgatatcggcaagcetggtgcggcaaaatg
gaggaacctcctatgcggttaacatgacactggataattccaacatat
ccaacgtgaaggattccattatgcgcacggacagcagtgtatctcaa
gggaagatcacgaacacacgttactccaaagtgccaacgctgttca
agggctttgcttcaggcaagacgagccagtccggaaatacacagta
ttaacgcacgcttgcagtaaaaaataaagaagcggctgaagttcaa
gtaccacctgctcagccgttgaggagaaccaaataaaacgggatg
aaccagtcaacatggcctcatcccgttttgatttggtttgtttggttacage
catgaatctgtatccatatcgaattacttctctccaggcacctcaacga
acagtttgccttgggatggagcagcagaaccgctatccaaggagcc
ggatttgttcatgatctcataagcggtttcctccagcatgcgagaatattt
gaaggataccagcgtttttccggctacagatggacgggttcctgectc
ggcaacgggttttgccttgataaagaacaggtcaccaatggttccgg
cttgtttgctcagattggcttgccatttcaacagtgcatttccgttctccate
gtataataactgaccaga

1. Abans de comencar la feina practicarem la
replicacid, transcripci6 i traduccié a partir d’'una
petita seqgiiéncia de nucleotids.

I) Copia la sequéncia de nucledtids assenyalada
en negreta i fes la cadena complementaria
d’aquesta sequéncia. A continuacié transcriu i
tradueix la seqiiéncia utilitzant una pauta de lec-
tura (fig. 1).

m) De la sequéncia estudiada, on podria comencgar
una hipotética proteina?
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El DNA bacteria presenta una estructura circular
de doble cadena. Aix0 significa que el nostre gen
pot estar en qualsevol de les dues cadenes. Com
que les sequéncies poden ser molt llargues, podem
tenir la sequiéncia del gen en la cadena original o
en la complementaria, i a la vegada cadascuna pot
tenir tres pautes de lectures o ORF (open reading
frame), en els laboratoris es treballa amb progra-
mes que ens transcriuen i tradueixen la sequéncia
de la hipotética proteina.

n) A l'exercici a) has traduit la seqiiéncia de mR-
NA. A continuacio, torna a traduir la sequieéncia
de mRNA utilitzant les altres 2 pautes de lectu-
ra. La seqiiencia d’aminoacids és la mateixa?

2. La seqiiencia de nucleotids completa (pagina
anterior) la replicarem, transcriurem i traduirem
amb un programa informatic per trobar la
sequéncia de la hipotetica proteina:

e Primer, anirem a la seglient pagina:
http://www.expasy.ch/tools/

e Clicarem sobre la seglient opcio:
DNA — Protein

e A continuacié farem dos clics sobre: Translate

e Enganxa la seqiiéncia de nucleotids en el qua-
dre en blanc

e Per ultim clica sobre Translate sequence

o) Enganxa els resultats

p) Quina és la seqliéncia d’aminoacids que pot
donar una proteina, és a dir, que comenci amb
un coddé d'inici (ATG), acabi amb un codo6 de
STOP (TAA, TGA o TAT) i que codifiqui el poli-
péptid més llarg (ORF)?

g) En quina cadena es troba (5'— 3’ 0 3'— 5')?

r) En quina pauta de lectura es troba (1a, 2a o
3a)?

3. Una vegada tenim la seqiiencia d’aminoacids,
hem de veure quina funcio té

Hem d’anar a una base de dades que compara
la nostra seqiéncia d’aminoacids amb altres se-
gliencies de proteines ja conegudes. El resultat de
la cerca de similituds és una llista ordenada de les
proteines més semblants. Al costat de cadascuna
apareix un numero, score. Com més gran és I'score
(el numero) més similitud hi ha.

A més obtindras un grafic de colors per veure si
I’'homologia de sequiéncia és al llarg de tota la pro-
teina o només en un fragment localitzat, i els ali-
neaments de la sequéncia problema amb cada una
de les sequéncies de la llista anterior.

e Per arribar a la base de dades clica sobre
I'adreca http://www.expasy.ch/tools/

e A continuacio clica sobre Similarity searches
A la nova pagina clica sobre BLAST at NCBI
Protein (ja que tenim la sequéncia d’amino-
acids)
Protein-protein BLAST (blastp)
Inserir la sequiéncia d’aminoacids al requadre en
blanc que trobaras a la pagina

e Blast (Obtenim les homologies)

s) Quin percentatge d’aminoacids idéntics (identi-
ties) hi ha entre la teva sequéncia problema i la
més semblant? Per saber-ho pots clicar damunt

del nimero score.

t) A quin organisme pertany la proteina més sem-
blant a la teva proteina problema?

u) Quina és la funcié hipotética que té nostra pro-

teina?

v) Quin tipus d’enzim és? Qué fa?

Felicitats, has aconseguit conéixer la funcio
d’'una proteina desconeguda!

Redacci6 de la memoria

La redaccié de la memoria és un treball perso-
nal. A continuacid6 es proposen alguns suggeri-
ments que poden resultar utils:

¢ Ha de constar d’introduccié, material i métodes,
resultats, conclusio, discussié i bibliografia.

e Utilitzar el maxim rigor en les frases i expres-
sions. El subjecte de I'oracié ha de quedar sem-
pre clar, evitant expressions que puguin donar
lloc a més d'una interpretacio.

e Poden copiar-se les preguntes dels exercicis en
un document de Word. Aixi a I'hora de respon-
dre hom pot fer servir el copiar i enganxar amb
els resultats obtinguts a través d'Internet.

e Assegurar la perfecta comprensié de les respos-
tes.

e Afegir les adreces d'Internet utilitzades en la bi-
bliografia
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Figura 1. Pauta per a la lectura de seqiiencies de mRNA.
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