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Transcripcioén y regulacién en procariotas

La transcripcion consiste en la copia de 1 cadena de DNA para dar una cadena de RNA, gracias a la
complementariedad de bases. La cadena que se copia se conoce como cadena molde o cadena transcrita.
Esta cadena sera obviamente complementaria al RNA.

Se conoce como unidad de transcripcion a aquel DNA que da lugar mediante el proceso de transcripcion a
una molécula de RNA. No siempre se correspondera una unidad de transcripcion con un gen, ya que en
los organismos procariotas podran existir operones, con lo que se coordinaran varios genes, que se
transcribirdn de manera simultanea.

Para la transcripcion resulta basica la presencia de la RNA polimerasa, ya que este enzima es el
encargado de sintetizar el RNA, gracias a la complementariedad con la cadena molde. La RNA
polimerasa da inicio a la transcripcion cuando se une al promotor. Se conoce como punto +1 al punto
donde se inicia la transcripcion. El enzima se deslizard por el molde hasta alcanzar la secuencia
acabadora, situada en la parte final de la unidad de transcripcion. Todos los nucleodtidos situados antes de
+1 son los situados upstream o hacia 5°. Estos nucle6tidos reciben numeracion negativa. Los situados
después de +1 estan situados downstream o hacia 3°.

A lo largo del DNA, las unidades de transcripcion pueden situarse en cualquiera de las dos cadenas, lo
que implicaria dificultades para ilustrar este proceso. Se ha determinado arbitrariamente, que la
transcripcion se inicie siempre de izquierda a derecha, desde 3’ a 5°. En paralelo a la cadena de RNA se
pone una sola cadena de DNA, pero no la complementaria, sino la que es idéntica al RNA, con las
diferencias tipicas entre DNA y RNA, como la sustitucion de T por U.

El RNA que se forma como resultado de la transcripcion, podra ser el transcrito primario. Se ha de tener
en cuenta que existe tres tipos de RNA, dos de los cuales son productos finales, como el rRNA y el tRNA,
mientras que el mRNA debera llegar a los ribosomas, donde podra dar lugar a las proteinas.

Dentro del proceso de la transcripcion puede haber otras proteinas implicadas, que seran las proteinas
reguladoras. Se ha de tener en cuenta que la mayoria de los genes esta sometidos a regulacion, de manera
que existiran diferentes ritmos de sintesis de RNA, con mas o menos frecuencia. Esta regulacion afecta a
la expresion del gen, actuando a nivel de la transcripcion normalmente.

Muchas de las cosas anteriormente mencionadas se pueden aplicar tanto a procariotas como a eucariotas,
por lo que nos centraremos a partir de este punto en la transcripcion en procariotas.

El caso que estudiaremos mas el de la bacteria E.coli, que posee unos 5000 genes. Al tratarse de una
bacteria, posee un unico cromosoma, circular. La regulacion se da principalmente a nivel de la
transcripcion. Siendo una bacteria, posee un sistema de rgulacion tipico en las bacterias, que es la
coordinacion de diferentes genes mediante una estructura caracteristica de las bacterias, que se conoce
como operones. Los operones permiten la coordinaciéon de diferentes genes bajo un mismo promotor,
dando como resultado un unico RNA. La inmensa mayoria de los organismos procariotas carece de
intrones repartidos a lo largo de su genoma.

La RNA polimerasa es el tnico enzima de sintesis de RNA, capaz de sintetizar los 3 tipos diferentes de
RNA. Existiran 2 tipos de promotores, los fuertes, con un alto indice de transcripcion, y los débiles, con
una transcripcion mas reducida. Estos promotores dependen de su afinidad por la RNA polimerasa.
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PROMOTORES

Se trata de una secuencia, cuya unica funcion es la de ser reconocida por proteinas. Nunca se transcribe o
traduce. Al realizar el estudio, se buscaba una secuencia conservada en los distintos promotores. Esta
secuencia no tenia que estar conservada al 100%, sino que se ha de tratar de una secuencia consenso, para
lo cual en cada posicion de la secuencia ha de haber una base mas frecuente que las demas. Se trata de
una secuencia ideal, ya que en realidad es poco probable que se encuentre, ya que la mayoria de las
secuencias reales tendran diferencias con esa secuencia. Cuando se analizo la secuencia consenso se
descubrio que:

» En el punto de inicio, en +1, se suele encontrar una pruina, en el 90% de los casos. Esta purina
suele ser mayoritariamente A.
En la posicion —10 encontramos la Pribnow Box.
En la posicion —35 se halla otra secuencia consenso.
La distancia entre ambas secuencias suele ser entre 16 y 19 pares de bases, y la distancia 6ptima
es de 17pb.

YV VYV

Las mutaciones en los promotores pueden ser muy importantes, ya que no afectan al producto en si, sino
que afectan a la cantidad de producto que se producird en la célula. Encontraremos dos tipos de
mutaciones en los promotores, que pueden ser o bien “down”, con lo que la produccion disminuira, o bien
mutaciones “up”, en las que la produccion aumentara. Las mutaciones “down” se produciran debido a que
las mutaciones provocaran mas cambios en el promotor, respecto a la consenso, o bien provocaran que la
distancia entre las dos cajas se diferencia mas de la optima de 17pb. Las mutaciones “up” estan
producidas por mutaciones que actien en sentido contrario, con lo que la secuencia del promotor se
aproximara mas a la consenso o la distancia entre ambas cajas se aproximara a 17pb.

También depende de la similitud con la secuencia consenso la fortaleza de los promotores, de manera que
los promotores mas fuertes seran aquellos que se parezcan mas a la secuencia consenso, mientras que los
débiles diferiran mas. Si todos los promotores fuesen como la secuencia consenso se perderian opciones
de regulacion. Existen algunos genes que presentan diferencias con estos promotores, pero se trata solo de
excepciones.

RNA polimerasa (E.coli)

La RNA de E.coli tiene una serie de caracteristicas que son comunes a las demas polimerasas, pero
también tiene caracteristicas especificas de la RNA polimerasa bacteriana. Algunas caracteristicas de la
RNA polimerasa son:

»  Esta formada por diversas subunidades.

»  Su funcion es la de sintetizar RNA a partir de NTP, por lo que necesitardin un DNA molde.

» La sintesis de RNA se produce en direccion 3° — 5.

» No necesita primer.

El enzima entero, el holoenzima, consta de 5 subunidades, distribuidas asi: (opB’)oc. Podemos
diferenciar dos partes en el enzima, el nicleo o core y la subunidad . Si bien el core tiene la capacidad
de sintetizar nuevo RNA, s6lo el enzima entero seria capaz de realizar correctamente la transcripcion, ya
que la subunidad ¢ es basica para el reconocimiento del punto de inicio, ya que sin ella, la transcripcion
empezaria en cualquier punto.

Unidad Gen Peso
RpoA 40 KDa
RpoB 155 KDa
RpoC 160 KDa
rpoD 32 -90 KDa

M

Q@™ R

El conjunto de toda la RNA polimerasa pesa unos 455 KDa. La funcién de o es la de mantener unido el
enzima y la de permitir la unién de otras proteinas reguladoras. f y B’ forman el centro catalitico, que
sintetiza el RNA. Existen antibioticos que pueden actuar a nivel de estas proteinas, como la rifampicina.
Estas dos subunidades tienen unidos dos atomos de Zn. ¢ es la parte que es capaz de reconocer
especificamente y de manera estable el promotor. Su funcion es la de aumentar las probailidades de que
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se una donde debe. Una vez se ha iniciado la transcripcion, ¢ se desprende y continia el core la
transcripcion. La transcripeion consta de 4 partes.

Reconocimiento del promotor

Se cree que la RNA polimerasa esta unida al DNA y se va deslizando por encima de él, hasta encontrar un
promotor. Se considera probable que el enzima tenga la capacidad de reconocer las estructuras de los
puentes de hidrogeno de las cajas de —10 y —35. La RNA polimerasa se coloca principalmente sobre una
de las dos cadenas que componen el DNA. El DNA, cuando la RNA polimerasa reconozca al promotor,
debera pasar de un complejo cerrado, con las dos cadenas unidas, a uno abierto, con las cadenas
separadas, para poder realizar la transcripcion. La region de DNA cuyas dos cadenas se separan va de -9
a +20. Esta es la primera funcion de la RNA polimerasa, separar las dos cadenas. El enzima completo
cubre desde la posicion —55 a la +20. Se cree que la secuencia de —35 es la de reconocmiento por el
enzima, mientras que la de —10 es la que indica el punto donde se deberian separar las dos cadenas. Se
trata de una region rica en T y A, por lo que sera mas facil de separar. Ademas se forma una pequefia
curva en el DNA, donde se transcribe, que es basica para el inicio de la transcripcion.

Iniciacion de la transcricpcion

El primer nucleotido puede ser cualquier purina, aunque normalmente se trata de A, en mas del 50% de
los casos. El inicio de la transcripcion es una iniciacion abortiva, en la cual la RNA polimerasa sintetiza
un oligonucledtido de entre 2 y 9 bases. Después deja ir a este nucleétido e inicia la sintesis de nuevo.
Este proceso se repite unas cuantas veces, momento en que se dice que la RNA polimerasa esta en forma
de iniciacion. La subunidad ¢ sigue unida todavia al RNA en esta fase, hasta que consiga alcanzar la
siguiente fase. Es en esta fase cuando la RNA polimerasa puede ser inhibida por la rifampicina.

La fase se conoce como promotor clearance o despeje del promotor. Esta fase implica una limitacion de
velocidad, el tiempo que tarda en superar esta fase. Los promotores fuertes tardan menos tiempo. Pasado
un cierto tiempo, se consigue superar esta fase y se entra en la siguiente fase, mucho mas estable.

Fase de elongacion

El factor & se libera y el core del enzima continua la sintesis por su cuenta. Se forma en esta fase loq ue se
conoce como burbuja de transcripcion, que abarca unos 17 nucledtidos. El Rna permanece unido al Dna
unos 12 nucledtidos. Las zonas ricas en A y T se sintetizan de manera mas rapida, mientras que las ricas
en G y C seran mas lentas, siendo conocidas como zonas de pausa. La velocidad de elongacion puede ser
de entre 30 y 6 nucledtidos por segundo, pero en las zonas de pausa puede llegar a 0,1 nucledtido por
segundo. En la etapa de elongacion, la RNA polimerasa cubre unos 60 pb. Cuando el RNA tiene unos 15
nucleétidos, el enzima se compacta y pasa a cubrir solo 35 pb. El enzima va avanzando a trompicones, ya
que la elongacion avanza, pero el frente del enzima no avanza paulatinamente, sino que lo hara de golpe.
La elongacion implica por lo tanto un proceso de contraccion y elongacion del enzima.
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Terminacion de la trancripcion

No existe una secuencia consenso a partir de la cual se detenga la transcripcion, sino que la terminacion
de la transcripcion se da gracias a secuencias ya transcritas de RNA. Se trata de regiones ricas en Gy C,
con lo que la polimerasa ird mas lenta. Ademas, en esas regiones, las bases etan colocadas de manera que
al irse transcribiendo se de complementariedad en el RNA y se formen bucles o “hairpins”. En E.coli se
conocen 2 tipos de terminacion de la transcripcion.

Intrinsecas o independientes de rho

Este tipo de terminacion depende solo de la secuencia. Se trata de regiones ricas en G y C, con simetrias
para que se formen los hairpins cerca del final del gen, a unos 20 nucleétidos. Ademas encontramos una
tira de A en la cadena molde, de entre 6 y 8 bases, justo después de la formacion de los hairpins.

La presencia de los hairpins provoca una ralentizacion de la polimerasa, que no sera suficiente para
terminar la transcripcion. La cadena de A provoca que la polimerasa se pueda liberar, ya que es un
fragmento muy débil.

Dependientes de rho

Su estructura no esta tan bien definida como en el caso anterior. Se cree que existen regiones que
permiten la formacion de los bucles, pero que en este caso no existe la tira de A al final. Para terminar la
transcripcion necesita la colaboracion de la proteina rho.

Rho es una proteina con funciéon ATPasa. Rho se una al RNA en una relacion de 1 a 1. Se cree que rho se
va deslizando por la cadena de RNA que esta sintetizando la polimerasa, hasta que la alcanza, ya que esta
frenada en los bucles. La proteina es un hexamero que necesita unos 50 nucledtidos para poderse unir al
RNA. Puesto que en bacterias la sintesis de proteinas se da de manera simultanea a la transcripcion, la
proteina rho no se podra unir hasta que se haya sobrepasado el codon de terminacion, mientras que la
transcripcion continuara mas alla.

En E.coli existe un factor que se puede unir a la polimerasa, siempre y cuando no este ¢. Este factor se
conoc como NusA podria provocar que la polimerasa se frenase al llegar al bucle del final.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION.

Distinguimos entre 2 tipos de genes, por un lado los genes estructurales, cuyos productos son enzimas o
proteinas estructurales, y por el otro los genes reguladores, que codifican para proteinas reguladoras que
pueden ser activadoras o represoras.

Operones

Se trata de regiones que contienen una serie de genes que codifican para proteinas de una misma via
metabdlica, siendo coordinado todo por una misma region reguladora.

Existen operones de control positivo, activadores, y otros de control negativo, represores. Los activadores
promueven la transcripcion. So6lo se producira la transcripcion si esta la proteina reguladora. Los negativo
inhiben la transcripcion, de manera que solo se dara la expresion si no esta la proteina reguladora.

En procariotas se suele tratar de control negativo, mientras que en eucariotas suele ser de control positivo.
También podemos clasificar los operones en funcion de si son inducibles o reprimibles. En funcién de
esto hablaremos de inductor o coactivador e inhibido o correpresor, respectivamente.
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Operon Arabinosa

Lo constituyen los genes de los enzimas del metabolismo de la arabinosa.

Framotar
Promotar C AP - BAD

arac cAMP araB araf, arall

aralz arad1 aral

El gen araC codifica para la proteina reguladora C. C es un activador, solo si esta unido a la arabinosa. El
operdn también es sensible a la glucosa, ya que si la concentracion de glucosa es baja, habra mas CAP —
cAMP, con lo que se activara la transcripcion. Si la concentracion de glucosa es alta, pasara lo contrario.
El CAP — cAMP es tambien activador. La proteina C es capaz de autorregularse, inhibiendo su propia
sintesis. Existen tres lugares de union de la proteina C, marcados en el esquema superior. AraO1 es donde
se une proteina C para autorregularse, ya que impide la transcripcion del gen araC. Aral y araO2 actian
de manera conjunta en la regulacion del promotor BAD.

En presencia de arabinosa, la proteina C estimulara la sintesis de los productos codificados por los genes
BAD. Si no hay proteina C, se estimulara la sitntesis de ésta. Si no hay arabinosa, se formara un bucle que
impedira que haya transcripcion de los genes BAD.

En resumen, para que haya transcripcion ha de haber arabinosa, proteina C y Cap — cAMP. Si no hay
arabinosa, la proteina C se unira a aral y a araO2, con lo que se formara el bucle represor, por lo que no
habra sintesis. La formacion del bucle depende de la presencia de arabinosa.

La proteina C actia como un homodimero. Cada una de las subunidades tiene un dominio de union a
DNA vy otro dominio de polimerizacion. En el dominio de polimerizacion encontramos el punto donde se
une la arabinosa. Existe un brazo que une los dos dominios, y ademas un pequefio brazo en el extremo
amino terminal. En ausencia de arabinosa, el dimero ird desde aral a araO2, provocando la formacion del
bucle. Si hay arabinosa, ésta se unira al dimero, lo que provocara un cambio conformacional que hara que
el brazo amino terminal se repliegue y no se una al dominio de uniéon a DNA. La proteina C se una a arall
y a aral2. La presencia del bucle represor impide que la RNA polimerasa llegue a cualquiera de los
promotores, y ademas impide la union del CAP — cAMP.

Respuesta SOS en E.Coli

Se trata de un conjunto de mecanismos que se observan cuando se somete a las células a dafios
considerables en su DNA, a causa de rayos UV, por ejemplo. Se trata de una capacidad incrementada de
reparacion del DNA. Los responsables de esta capacidad son los genes SOS, de los que se conocen entre
15y 20.

Todos estos genes estan regulados de manera coordinada por la proteina represora LexA, del gen lexA. Se
conce este mecanismo como regulon. Existe un gen, el recA, que codifica para la proteina RacA, que es
la inductora de la respuesta del reguléon. El gen lexA es capaz de autorregularse, y de regular a recA. La
proteina RecA se activa al suftir dafos, provocando la degradacion del represor.

En una situacion normal,LexA esta reprimida, por lo que no habra transcripcion de los genes SOS, y sélo
habra transcripcién basal de lexA y de recA. En una situacion donde se producen dafios, RecA se
activara, degradando la proteina LexA, por lo que se iniciard la transcripcion de los genes SOS, con lo
que también habra una mayor transcripcion de los genes recA y lexA.

La transcripcion de los genes SOS estimula los mecanismos de reparacion de la célula, como por ejemplo
los genes uvrA, uvrB,...

La sintesis de recA inhibe la accion incrementada de recA. Cuando cesa la situacion de emergencia, se
puede volver a reprimir los genes SOS, debido a la sintesis existente de lexA.
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Activacion de RecA

No se conoce el mecanismo exacto in vivo, pero se cree que en condiciones in vitro la proteina es capaz
de reconocer cadenas de DNA sencillas, de una sola cadena. Esto sélo se ha podido comprobar in vitro.
Los promotores de los genes SOS han de tener alguna secuencia conservada, de manera que puedan ser
reconocidos por LexA. Se ha comprobado que todos tienen lo que se conoce como la caja SOS. Se trata
de una secuencia consenso. La caja SOS consta de 20 nucleotidos, de los cuales 7 son siempre iguales. La
posicion de la caja SOS va variando. El gen uvrB esta regulado sélo en parte por el sistema SOS, ya que
tiene 2 promotores y solo un sistema SOS. Parece ser que siempre habra un minimo de transcripcion de
uvrB, por lo que habra un sistema de reparacion rapido.

Esporulacion en B.subilis

Puede existir en 2 fases morfologicamente diferenciadas. Puede ser una célula vegetativa normal en un
medio rico, o se una célula vegetativa en un medio pobre. En un medio rico, se dividira por
multiplicacion, pero en un medio pobre se dara una division asimétrica. El resultado de esta division sera
de dos células. Una célula dara lugar a la espora, mientras que la otra célula lisara.

Este proceso esta regulado transcripcionalmente. El proceso dura unas 8 horas e implica grandes cambios
en las caracteristicas y capacidades de la bacteria. Algunos genes de la etapa vegetativa dejan de
expresarse y se expresan otros que antes no se expresaban.

La esporulacion va asociada a cambios en la subunidad o. Dependiendo de la subunidad ¢ que esté
asociada en un momento dado, se reconoceran unos u otros promotores. Normalmente se denominaba a
las unidades o por el peso molecular, pero actualmente se emplean letras. LA o caracteristica de las
bacterias y la mayoritaria es la 6> o 6. Esta forma se encuentra en un 90% de los casos. El cambio de la
subunidad ¢ provocara que se reconozcan otros promotores. En ambos compartimentos sucede 1o mismo,
al cambiar la subunidad & se inicia la transcripcion de diferentes genes, entre los que habra otra unidad .
Esta unidad o sustituira a la que esta unida a la polimerasa, iniciando la transcripcion de otros genes. Este
proceso se ira dando hasta que se forme la espora y la célula madre lise.

Espora Célula madre
SpoOA
RNA polimerasa ¢ SpoOA activado RNA polimerasa ¢
- Transcripcién " - Transcripcion pro c*
F Py E
Factor o . RNA Responsable de la Activacion de pro ¢ ' .
polimerasa c". comunicacién RNA polimerasa 6.
—> Transcripcion genes - Transcripcion pro 6*

tempranos de la espora

Factor 6©. ., K
Acrivacion de pro

Desplazara a 6"

RNA polimerasa c*.
—> Transcripcion genes
tardios de la célula
madre.

RNA polimerasa ¢©
—> Transcripcion genes
tardios de la espora
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Resulta basico para el funcionamiento del proceso el hecho de que E y F han de activarse solo en la parte
que les toca, por lo que deberan estar inhibidos alli donde no se les necesita. Actualmente se sabe que:
» F puede formar un complejo con SpollAB, de manera que si se libera de esa proteina, resultara
activado.
» SpollAB esta controlado por SpollAA. Si SpollAA no esta fosforialdo, se puede unir a
SpolIAB, con lo que esta proteina no se podra unir a ', que serd activa. Si AA esta fosforilado,
c' seré activo.
» El encargado de fosforilar SpollAB es SpollE, solo en la espora.

El proceso de activacion de ¢ es mas complejo, y se da por rotura proteolitica, mediante la proteasa
SpollGA, que esta situada en el tabique de separacion de espora y célula. Esta proteina resulta activada
por SpolIR, que se transcribe por accion de la polimerasa unida a c'. El proceso de activacion de 6~ es
muy similar al de la 6", pero con IVF y IVB en lugar de GA y R. Este proceso estd muy claro en los
esquemas.

La activacion de SpoOA se da por fosforilacion, respondiendo a sefiales externas, debido a ciertas
condiciones ambientales, en un proceso mediado por quinasas. La activacion de SpoOA activa la cascada
de factores 6 que se ha descrito anteriormente. Se ha de tener en cuenta que existe comunicacion entre
ambos compartimentos de la célula, tanto espora como célula madre.

Existen otros organismos procariotas que pueden tener diferentes unidades o, como por ejemplo E.coli. El
cambio de unidades o se como respuesta al cambio de determinadas condiciones ambientales, activando
asi los genes necesarios para responder a esa condicion. E.coli tiene como principal ¢ la 70, pero también
podemos encontrar otras como la 32 o la 54. Los genes que las codifican son respectivamente rpoD, rpoH
y rpoN.

Se sustituye la 70 por la 32 en condiciones de shock térmico, permitiendo asi la transcripcion de 17 genes.
Uno de los primeros genes en transcribirse, aun por la 70 es el rpoH, que permitira la posterior
transcripcion del resto de genes. La unidad 54 se activa cuando en el medio no hay N suficiente,
permitiendo asi el aprovechamiento de fuentes alternativas de N.

REGULACION DEL CICLO DEL FAGO A

En los afios 50, A. Lwoff, observd que cepas de E.coli sometidas a UV, después de 90°, dejaban de crecer
y lisaban, liberando fagos A. Si estos fagos A infectaban otras cepas de E.coli, algunas lisaban, mientras
que otras seguian creciendo, a no ser que se las sometiese a radiacion UV, cuando lisaban y liberaban
fagos. Este ciclo debia estar regulado a nivel de transcripcion. Fue estudiado por Jacob y Monod, que
ganaron el Nobel.

Fago 2

Tiene DNA de cadena doble, lineal, pero tiene extremos cohesivos cos, que al entrar en las células
bacterianas se circularizan. E1 DNA tiene unas 48,5 Kb, aproximadamente unos 40 genes. Muchos de
estos genes estan organizados en forma de operones, en muchos casos. Diferenciariamos entre genes
tempranos y tardios. Dentro de los tempranos distinguiriamos entre inmediatos y retardados. Cuando el
fago entra en una bacteria, siempre se inicia una la sintesis de los genes tempranos. Si se expresan los
genes tardios, se entrard en fase litica.

Genes tempranos inmediatos

Gen N: Codifica una proteina, N, que es un factor antiterminador, que provoca la expresion de los genes
tempranos retardados.

Gen cro: Impide la sintesis del represor. Acaba la expresion de los genes inmediatos tempranos cuando ya
no se necesitan.

Genes tempranos retardados
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Genes de recombinacion

Genes de replicacion

Genes de regulacion: cll, clll y Q

cll y clII son necesarios para iniciar la transcripcion del gen cl

Q codifica la proteina Q, que es un factor antiterminador que permite la transcripcion de los genes tardios

Una vez se ha sintetizado la proteina N, ésta proteina impide que la polimerasa se detenga en el
terminador, permitiendo que se transcriban los genes que hay al otro lado. Permiten saltarse los
terminadores.

Los genes tardios se sintetizan a partir de un promotor, el PR’. Es constitutivo, pero tiene un terminador
TR’ situado. Si no hay proteina Q, no se podra superar el terminador. Por lo tanto, es la proteina Q la que
permite sintetizar los genes tardios.

La lisis esta ligada a la antiterminacion. Se necesita que los genes tempranos inmediatos esten adyacentes
a los retardados, solo separados por lo terminadores. Estos procesos de antiterminacion se pueden dar en
muchos fagos, pero se descubrieron en A.

Se conocen como genes adyacentes aquellos genes separados Ginicamente por los terminadores.

El lugar de reconocimiento es diferente del lugar de actuacion. Son basicas para este proceso las cajas nut.
La proteina N actuard en la caja nut, permitiendo asi a las polimerasas sobrepasar los terminadores.
Conocemos dos cajas nut, la nutL y la nutR, en funcion de si permiten sobrepasar el terminador TL o
TR1. Estas cajas nut son las que permiten pasar de los genes inmediatos tempranos a los retardados.
Cuando la polimerasa pasa por la caja nut, la proteina N se le une, permitiendo asi que supere los
terminadores. La caja qut desempefia una funcion idéntica en la antiterminacion para pasar a los genes
tardios.

Ademas de la proteina N haran falta otros factores, que seran los factores Nus, como Nus A, Nus B - S10
0 Nus G. Sin estos factores no habra antiterminacion. En principio Nus A seria un factor terminador, pero
a partir de N se organiza un complejo proteico necesario para que la polimerasa no se detenga en los
terminadores.

Lisogenia

Asociada al gen cl. En el operador es donde actiia la proteina reguladora. Tenemos 2 operadores
enabalgados sobre el promotor, que son OL y OR. De manera, que si estd unida la proteina reguladora, la
polimerasa no podra acceder a los promotores PL y PR, por lo que acabaré el ciclo litico. CI es el represor
que se unird a los operadores. En OL no permite la transcripcion de los genes N y de los siguientes, a
partir del promotor PL. Por el OR no se permite la transcripcion de cro, a la vez que se estimula la sintesis
de cl, de manera que para sintetizar cl necesitaremos cl. Mientras haya cl se sintetizard mas cl, lo que
explica que la lisogenia sea estable. Lo es hasta que por alguna razon se degrada cl o ésta deja de ser
funcional.

Esta misma region es la responsable de la inmunidad que presenta la bacteria frente a otras infecciones,
ya que el represor actuara sobre todos los operadores, los del fago original y sobre los de la nueva
infeccion.
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Se han aislado diferentes tipos de mutantes:
- cI: No pueden sintetizar el represor. Siempre entraran en la via litica.

- A vir: mutacion en la region operadora. La proteina CI no podra unirse, por lo que entrara en la
via litica.

Si uno de los primeros mutantes infecta un fago lisogénico no habra lisis, pero si la nueva infeccion se
produce por el segundo mutante se producira la lisis.

Para iniciar la sintesis de CI hay una via alternativa. Si se sintetizan CII y CIII, que son proteinas
retardadas, que actian como reguladoras positivas, provocando la sintesis de CI. CII es un activador
necesario para la sintesis de CI. Pero CII es muy inestable y facilmente degradable por los mecanismos de
degradacion de la bacteria. Actuard CIII para estabilizarla. Por lo tanto, se sintetizard CI a partir de la
union de CII y CIII al promotor de establecimiento, PRE. Este promotor promueve la entrada en la fase
de lisogenia. El promotor provocara la transcripcién de un mensajero que pasara por cro hasta cl, pero lo
que se transcribira de cro sera antisentido, por lo que no dard ninguna proteina, mientras que los de CI si
sera correcto. Este transcrito antisentido de cro se podra unir al transcrito sentido de cro, inactivandolo, ya
que cro esta relacionado con la lisis. La otra mitad del transcrito sintetizara CI, que se unira a los
operadores ¢ iniciara la entrada en lisogenia, que se mantendra estable gracias a la autorregulacion.

Lisis

Cro esta asociada a la lisis. Es una proteina represora del represor, de cl. Se trata pues de un antirrepresor.
Se une a OR y a OL, igual que CI. Una vez se ha unido a los operadores, impedira la sintesis de CI.
También inhibe la sintesis de los genes tempranos que ya no son necesarios.

Por lo tanto, la lisis o la lisogenia dependeran de la unioén de cro o de cI a los operadores OR y OL. Cada
una de las regiones operadoras consta de 3 regiones de union al represor. OR3 esta superpuesta a PM,
mientras que OR2 esta parcialmente superpuesta a PR y ORI esta totalmente superpuesta a PR. Por otro
lado, OL1 esta superpuesta a PL y OL2 esta parcialmente superpuesta a PL.

CI se une preferentemente a 1. La afinidad por 1 es unas 10 veces mas alta. Cuando el represor en forma
de dimero se une a 1, se unird otra unidad automaticamente a 2, ya que presenta una eclevada
cooperatividad. Para que se una a 3 hara falta una elevada cantidad de represor. La polimerasa no podra
transcribir. Se impedira por lo tanto la transcripcion por PR, pero se seguira pudiendo transcribir por PM.
Con una elevada cantidad de represor, se impedira también esa sintesis.

Proteina CI

Es un dimero con dos dominios N terminales que contactaran con el operador. Los extremos C terminales
seran los encargados de formar el dimero. Cada una de las subunidades pesa 27 KDa y tiene unos 236
AA. Cuando se degrada se rompe a nivel del puente conector de los dos dominios, por lo que no podra
actuar como represor.

Si cro esta en OR/L 1, se unira tambien a 2, con lo que podra haber sintesis desde PR/L. SI hay CI en
OR2, entonces habra transcripcion desde PM, pero si se une CI a OR3, entonces ese promotor tampoco
podra ser usado para la sintesis.
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Proteina Cro

Pesa 9 KDa y tiene unos 60 AA. Se trata de un dimero, pero con solo un dominio. Tiene mas afinidad por
el sitio 3, tanto de OR como de OL, unas 10 veces mas que por los otros dos sitios. Se une a 1 y 2 sin
cooperatividad. Si cro solo estd en 3, se podrd transcribir desde los PR y PL, y se impedira la
transcripcion desde PM, con lo que se producira la lisis y se acabara la lisogenia. Si cro estaen 1,2y 3,
enonces no habrd sintesis desde ningin promotor.

Con la radiacion ultravioleta, se activaran los genes SOS, debido a la activacion de RecA, que inactivara
Lex A. Rec A también rompe los conectores de CI, induciendo la lisis. El dominio de unién al DNA en
muchas proteinas estd formado por hélices a, que en algunos casos pueden ser las que contacten
directamente con el DNA. En CI tenemos 5 hélices. La 3 es la encargada de unirse al DNA, mientras que
la 2 es la que posiciona la 3 correctamente, y las demds no intervienen. La unién es por puentes de H
entre AA y nucleoétidos. Se formaran 3 contactos entre la proteina y el DNA: Glu — A; Ser— Gy Ala—G.
Este es el caso de ORI, donde los dos primeros son mas frecuentes. En OR3 solo se estableceran 2
puentes de hidroégeno, debido a una menor afinidad.

La proteina Cro se une al DNA de manera similar. Establece 4 uniones con OR3: Glu — A; Ser — G; Asn —
A y Lys — G. Las uniones mas frecuentes son también las dos primeras. En OR1 solo podra establecer 2
puentes de H.

Lisis o lisogenia

A continuacion veremos un resumen de la entrada en lisis o lisogenia, en funcion de los factores que se
unan al DNA.

- Cro se une al promotor de CI y ésta no se puede sintetizar: lisis.

- Cll y CIII presentes y activos: lisogenia.

- Cll y CIII: Si cll no es activa o no esta acompafiada de CIII, lisis. Si son activos se realizara la
sintesis de CI a partir del promotor de establecimiento.

- Si la bacteria vive en un medio rico, la bacteria tendra proteasas activas y fuertes, con lo que se
degradadara CII y se entrara en lisis, lo que beneficiara al virus. Si el medio es pobre, entrara en
fase de lisogenia.

- Si la bacteria es mutante en los genes de las proteasas, no inactivaran CII y habra una alta
frecuencia de lisogenia.

Integracion del DNA y escision

Para la integracion del DNA, el virus necesitara la proteina Int. Para la escision haran falta la proteina Int
y la Xis. Existen 2 mecanismos de control. Por un lado a nivel de la presencia o no de CII y por otro a
nivel de degradacion de DNA.

Si hay CII, el virus entrara en Isiogenia, para lo cual debera haber niveles alto de Int y bajos de Xis. CII se
une al DNA a nivel del promotor de Int, activando la transcripcion de este gen. El promotor de int esta en
xis.
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Establecimiento de la lisogenia

Necesitara altos indices de Int, cuyo promotor estd en xis. CII actuard como activador, pero también
puede haber sintesis a partir del promotor PL. Sera necesario, no obstante, CII para que se transcriba
desde el promotor de int, lo que impedira la transcripcion de xis, con lo que entraremos en lisogenia.
Existira, ademas, transcripcion de xis desde PL, pero los niveles de Int seran mas altos que los de Xis, por
lo que se realizara la fase lisogénica.

El promotor de Int tiene un terminador que finaliza la sintesis justo después de int, pero en el caso de PL,
no se acaba en ese punto, sino que se transcribird xis, ya que estara presente la proteina N, que se unira a
la polimerasa en la caja nut. Si se comienza a nivel del promotor de Pint, no se pasara por la caja nut y no
se sobrepasaré el terminador.

Lisis

Si hay mucha Xis y poca Int, se entrara en fase de lisis. Esto podra estar ocasionado por niveles bajos de
CII, con lo que la transcripcion desde Pint serd baja y la mayor parte de la transcripcion se hara a partir
del PL. En este caso deberiamos tener igual cantidad de Xis que de Int. Pero después de transcribir int,
existe la secuencia sib, que también se transcribe. Esta secuencia formara un bucle que atraera la RNAasa
II1, con lo que se degradara. Se degradara también en parte int, pero el dafio al RNA no llegara a xis, con
lo que se podra transcribir la proteina Xis. Este tipo de regulacion se 1lama retroregulacion. No se trata de
regulacion a nivel de transcripcion, sino que afecta a la estabilidad del transcrito.

Induccion

Para volver al ciclo virico haran falta Xis e Int. Entre Int y Sib esta la zona d erecombinacién entre el fago
y la bacteria, para la zona attB. Sib quedara por lo tanto al lado contrario de Xis e Int, por lo que el RNA
no se degradara como se ha descrito antes.

En el caso de este fago A, se produce una modificacion de la polimerasa por accion de las proteinas
antiterminadoras, para poder pasar a transcribir otros genes. En el caso del fago Sp01, de B.subtilis, se
produce una modificacion de la polimerasa a nivel de la incorporacion de una nueva o, que reconocera
otros genes. Este es el caso también del fago T4. En el caso de los fagos T3 y T7, se produce una nueva
RNA polimerasa, producto de los genes tempranos, de manera que se reconoceran los promotores del
DNA, de los siguientes bloques de genes.
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Transcripcioén en eucariotas

El DNA esta a partir de ahora distribuido en diversos cromosomas. No habra operones, por lo que no
habra RNA policistronico, excepto en el caso de los RNA ribosomicos. Entre los diferentes genes
encontraremos fragmentos de DNA no codificador. El DNA codificador solo es el 3% del total. En
genomas mas complejos encontraremos mas genes y diferentes combinaciones de genes. Por otro lado, en
eucariotas podemos encontrar ya genes con intrones. En Saccharomyces solo hay algunos genes con
intrones, mientras que en Drosophila, hay alguno genes todavia no tienen intrones. En humanos se cree
que solo los genes de las histonas no tienen intrones. Ademas, la membrana nuclear separa la
transcripcion y la traduccion en el espacio y el tiempo. Podemos encontrar 3 RNA polimerasas nucleares,
a las que hay que afiadir las que podemos encontrar en cloroplastos y mitocondrias.

RNA polimerasas nucleares

Existen tres RNA polimerasas: I, I y III. La polimerasa I no es sensible a la a amanitina, mientras que la
II si lo es y en el caso de la polimerasa I1I dependera de la especie. La polimerasa I esta en el nucleolo y
la IT y la III en el nucleoplasma. La polimerasa I transcribe los genes de tipo I, que son los ribosémicos,
con excepcion de uno. Los genes transcritos por la II son los genes de tipo II, que comprenden los que
traducidos daran lugar a las proteinas, y los RNA pequeiios. Los genes de tipo III, transcritos por la
polimerasa III son los RNAt.

Son enzimas grandes, con muchas subunidades, de mas de 500 KDa de peso. Constan de 2 subunidades
grandes, 2 medianas y muchas pequefias. Las polimerasas bacterianas son (co,,p’°)c. By B’ de euc<ariotas
son homologas entre ellas y con las bacterianas. Son las unidades encargadas de componer el centro
catalitico del enzima. Las 2 o son también homoélogas con las bacterianas. Mantienen la unién del
enzima. Las unidades pequefias son mas variables.

En la polimerasa II encontramos unas 10 subunidades. La grande, similar a 3°, tienen un dominio C
terminal, el CTD, que consta de secuencias de 7 aminoacidos repetidas una serie de veces, dependiendo
del organismo. Se puede repetir desde 17 hasta 50 veces, en mamiferos. Parece ser que si eliminamos la
mitad de las repeticiones de estas secuencias, la polimerasa deja de funcionar. Es posible que se una al
DNA, pero sobre todo se cree que interacciona con otros factores de transcripciéom y su funcién se podra
modificar por fosforilacion.

Los enzimas nucleares son muy diferentes a los de mitocondrias o cloroplastos, pero estos ultimos suelen
estar codificados por genes nucleares. En cloroplastos encontramos enzimas grandes, similares a los de
las bacterias, codificados pese a todo en el nticleo en su mayor parte y alguno en el propio cloroplasto. La
polimerasa de las mitocondrias es mas pequefia, con una sola subunidad. Pesa unos 70 KDa y tiene solo
una subunidad.

TIPOS DE GENES

Genes de clase 1

Codifican el rRNA 28s, 18s y el 5,8s, pero nunca el 5s. Debido a las necesidades de la célula de un
elevado numero de ribosomas, los genes que codifican para todos estos componentes de los ribosomas

estan repetidos varias veces, estando agrupados los 3 en unidades de transcripcion. Estas unidades de
transcripcion  se

repiten entre 40
185 5,85 285 espaciador 185 5,85 285

o corton g — N — [ — -
brazos cortos de

los cromosomas | | |

acrocentricos. Unidad de transcripeisn Tnidad de transcripeién
En ocasiones a

este DNA se le ha llamado rDNA. Estos genes estan agrupados en los nucleolos. Es totalmente 16gico
pensar que los genes deben estar agrupados, facilitando asi su coordinacion, pero en ese caso la pregunta
obvia es porque el 5s estéd en otra parte del nucleo, codificado incluso por otra polimerasa.
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Las diferentes unidades de transcripcion estan separadas por lo que se conoce actualmente como IGS,
Inter Gene Spacing. Antes se le llamaba NTS, Non Transcrival Sequence. La unidad de transcripcion
puede medir de 8 a 14 Kb, dependiendo del organismo. El IGS puede llegar hasta las 30 Kb. Dentro de
una misma especie se mantiene estable.

Dentro de una unidad de transcripcion también hay secuencias de espaciado entre los genes, que se
conocen como ETS y ITS. La unidad de transcripcion da lugar a un tnico transcrito de 45 s, que debera
pasar por una serie de modificaciones para dar lugar al rRNA, pasando por lo tanto por un proceso de
maduracion.

Se incorporaran una serie de grupos metilo y se cortara el RNA. Se desconoce si la metilacion es un
proceso cotratranscripcional o bien si es posterior. Los cortes se produciran en 5’ del 18s y en 5’ del 5,8s.
Quedara por lo tanto una unidad de 20s que por un proceso de maduracion pasara a ser de 18s y otra
unidad que contendra el 28s y el 5,8s. Estos dos fragmentos se uniran por complementariedad y se cortara
la cadena que los une. Es posible que todavia falte algin tipo de degradacion de los extremos de este
fragmento para llegar a la situacion definitiva, pero se desconoce. Se desconocen también los enzimas que
intervienen en el proceso.

Promotores de los genes de clase 1

Seran promotores reconocidos por la RNA polimerasa 1. Se trata de secuencias consenso muy
caracterizadas en humanos. Existen 2 regiones involucradas en el proceso de transcripcion:

e core promoter. Va de —45 a —20. Es una secuenciaricaen Gy C.
e Elemento de control upstream (UCE), situado hacua 5’

Si solo esta el core promoter, se podra realizar la sintesis, pero si esta presente el UCE, la sintesis sera
mejor. La composicion de bases del UCE es similar a la del core promoter.

Para poder funcionar, la polimerasa requerira una serie de factores:

e UBFI: se une a la region del core y a UBF1, que también se une al UCE. Normalmente actiia
como un dimero

e SLI: Este factor esta formado a partir de 4 monémeros. Requiere a UBF1 para funcionar. Una de
las unidades que lo componen es TBP. TBP interviene junto con las otras polimerasas en los
procesos de transcripcion. La polimerasa contacta con SL1 a través de TBP. Actia como un
posicionador de la polimerasa, permitiendo el correcto posicionamiento de esta antes de iniciar
la transcripcion.

Estructura de la IGS

Se trata de una estructura que depende de la especie, pero cuya estructura es bastante general. Dentro de
la IGS esta el promotor, main promoter, con la estructura ya descrita. Secuencias similares a esta pueden
estar repartidas por todo la IGS, siendo los promotores de la IGS. Se van sintetizando gracias a esto
pequeiias cadenas de RNA que se iran acumulando, permitiendo asi una mejor sintesis del rRNA cuando
llegue el momento.

El RNA finaliza antes de entrar en el IGS, porque justo en la entrada hay unas secuencias terminadoras,
ocho. Se trata de un bloque de 17 / 18 pb, repetidos 8 veces. Estas repeticiones pueden ser reconocidas
por algiin factor que permitira el fin de la transcripcion. Este es el ejemplo descrito, pero puede estar
sujeto a variaciones segun la especie. La funcion d elos promotores de las IGS no acaba de estar clara. En
Xenopus no existen las secuencias de terminacion, sino que hay una region que permite la liberacion de la
polimerasa, aunque parece ser que es posible que solo se libere el RNA. Antes del promotor principal
habria una terminacion.
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Genes de clase 11

Seran transcritos por la polimerasa de tipo II. Son genes que daran lugar a mRNA y por tanto proteinas, o
bien genes que daran lugar a los smRNA, que formaran los uRNAs, que forman para de las smRNP,
ribonucleoproteinas pequefias, con excepcion del U6. Después de ser transcritos pasaran por procesos de
maduracion para dar lugar al producto final. Todos sufririn modificaciones en el extremo 5°. En los
mRNA se producira un capping con la metilguanosina, mientras que en las uURNAs el capping se dard con
la 2,2,7 trimetilguanosina. La cola de poliA en el extremo 3’ se afiadira solo en los mRNA, que ademas
pasara por un proceso de eliminacién de intrones, el splicing. Los uRNA no pasaran por ninguno de los
dos procesos. El capping en 5’ se da siempre, no asi los otros dos procesos.

Promotores de los genes de clase 11

La RNA polimerasa II no puede iniciar la transcripcion ella sola. Necesita factores de transcripcion. El
conjunto conformara lo que se ha llamado aparato de transcripcion. Dentro del promotor habra una serie
de zonas mas conservadas que otras.

Promotor genérico

Veremos ahora lo minimo que se necesita para iniciar la transcripcion. Los factores que necesita la
polimerasa para iniciar la transcripcion son los factores basales o iniciales, conocidos como TFI, TFIL,...,
de transcription factor. Un promotor genérico funcionara a una frecuencia mas baja que otros promotores.
Se necesitaran otras secuencias, reconocidas por otros factores para alcanzar una tasa de transcripcion
mas eficaz.

Algunas posibilidades de promotores son Pyr,CAPyrs, o bien PyrCAPyr,. Estas son dos secuencias
iniciadoras, donde Pyr quiere decir pirimidina y Pur, purina. Esta es la forma mas simple que puede ser
reconocida por la RNA polimerasa. En muchos casos encontraremos también la TATA box, situada
en —25. Es el unico elemento regulador que tiene una posicion fija. Se trata de una secuencia consenso,
bastante estable. Es similar a la Pribnow box, determinando donde empieza la transcripcion. Se han
localizado una serie de genes que parece ser que carecen de la caja TATA. Cada dia se conocen mas de
estos genes. Se les conoce como genes “House Keeping”. Estos genes se expresan en todas las células y
entre ellos podemos encontrar algunos componentes del ciclo de Krebs.

La iniciacion de la transcripcion requerira la correcta asociacion de los factores de transcripcion, en un
orden determinado. El primer factor que se unira serd TFIID, compuesto por:
e TBP: TATA binding protein. Se une a la caja TATA. Se trata de una proteina pequefia, que
desempena un papel posicionador.
e TAFs: TBP additional factors.

El siguiente factor que se unird sera TIFA, al que seguira el TFIIB. A continuacion vendra TFIIF,
compuesto por 2 subunidades, la grande, que parece ser que es la que posee actividad helicasa, ya que
parece ser que se rompera la cadena para poder iniciar la transcripcion; y la pequefia que se une a la RNA
polimerasa II. Llegados a este punto es cuando la polimerasa establece el contacto TFIID intecaccionara
con el dominio C terminal de la polimerasa II, a la ve que parece ser que TFIIB también contacta.

Hasta este punto, se ha estado preparando para transcribir, pero todavia hacen falta mas factores para
iniciar la transcripcion. Se uniran todavia TFIIE y TFIIS, y por tltimo TFIIH, que parece presentar 3
funciones diferentes: helicasa, quinasa, fosforilando el dominio CTD de la polimerasa, y parece estar
involucrado en la reparacion.

Al fosforilar TFIIH el dominio CTD, se desprenderan la mayoria de los factores, y solo quedara unido el
TFIIH, momento en que la polimerasa empieza a transcribir. EI TFIIS es un gen que evita la terminacion
prematura, es un factor de elongacion.

En los genes sin caja TATA se requieren los mismos factores que los vistos hasta ahora, incluso TFIID.
Existen teorias que afirman que TFIID puede reconocer el inicio de la transcripcion, mientras que otras
teorias afirman que hay alglin factor que reconoce el inicio y es, a su vez, reconocido por TFIID.
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Genes de clase II1

Son reconocidos por la polimerasa III. Sus productos son muy heterogéneos, como tRNAs, rRNA S5s,
smRNA como U6, o AIuRNA. Podemos diferenciarlos segun su procesamiento. Todos los RNA con
excepcion de los tRNAs no tienen procesamiento. El gen del rRNA S5s se sintetiza a partir de genes
repetidos. Todos tienen estructuras muy conservadas.

tRNAs

Constituye el 15% del RNA total de las células eucariotas. Constan de entre 70 y 80 nucleétidos, pero
deberan pasar por un procesamiento, donde podran perder algunos nucleétidos de los extremos y donde se
le anadira en el extremo 3’ el CCA, donde se unira el AA. Un elevado porcentaje de bases de estos RNAs
son bases modificadas. En muchos casos existe un intrén central en el RNA.

Promotores de los genes de clase 111

Existen 2 tipos de promotores en estos genes, los promotores internos y los promotores no internos.
Encontramos promotores internos en los tRNA y en el rRNA 5s. Los promotores no internos se dan en el
resto de los genes de esta clase. Se descubrieron cuando se observo que se podia eliminar toda la parte
anterior a +1 en un gen, sin que la transcripcion de este se viese afectada.

Los genes que tienen promotores no internos tienen promotores similares a los de la clase II, tienen
incluso caja TATA. Hacen falta los TFIIIA, TFIIIB, y TFIIIC para transcribir el 5s, mientras que solo C
para los de transferencia. De nuevo, TFIIIB estd formado por TBP y otros factores. En el caso del rRNA
5s se une en primer lugar TFIIA, después TFIIIC y finalmente TFIIIB, al que se unira la polimerasa.
Parece ser que al unirse la polimerasa e iniciarse la transcripcion, se desprenderan los factores, con
excepcion de TFIIIB. La proteina TFIIIA es una proteina con dominio de unién al DNA por dedos de Zn.
En el caso de la transcripcion de los tRNA no es necesario el factor TFIIIA, sino que solo TFIIIC y
TFIIB podran transcribir ya. Parece ser que la polimerasa se detendra al llegar a una determinada region,
rica en TA, entre zonas de GC.

PROCESOS DE MADURACION

El resultado de la accion de la RNA polimerasa II es un RNA heterogéneo, o transcrito primario. Este
transcrito debera pasar por un proceso de maduracion antes de ser el producto definitivo.

Capping

El RNA maduro eucariota necesita un capping en el extremo 5°. Consiste en la adicion del 7
metilguanilato en el extremo 5’ de la cadena, impidiendo asi que haya extremos 5’ libres en la cadena.
Actian una serie de enzimas, como la guaninil transferasa, que afade el guanilato; la guanil — 7 — metil
transferasa, que metila el guanilato en la posicion 7; y por ultimo, la 2° — O — metil transferasa, que es
capaz de metila grupos en posicion 2’ O.

El capping es necesario para iniciar la traduccion, ya que sin capping, no se podra traducir. Se cree que el
capping puede influir en el transporte del RNA y que ademas le puede proteger contra una posible
degradacion.

Poli A

LA mayoria del RNA eucariota tienen una cola de 20 a 200 As, que no estan codificadas por la secuencia
de DNA, sino que se afiaden después.

Para que se produzca la adicion de A es necesaria la presencia de una secuencia concreta, que es la sefal
AATAAA, en el DNA. Esta situado entre 10 y 30 pb de distancia de CA, donde se producira el corte. Se
ha visto que existen zonas de GTGT a 10 — 30 pb en direccion de CA, en direccion 3°. Hacen falta una
serie de factores para que se produzca la adicion de poli A.
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e CFI y CFII ( Cleavage factor): son los factores que tienen actividad endonucleasa y permiten
cortar el RNA.

e CPSF ( Clevage poly
adenilation
stimulating  factor):
reconocera la
secuencia AAUAAA.

e CstF: Se une a la
region rica en GU.

e Poli A polimerasa:
sintetia la cola de poli
A.

e PAB (poly A binding
protein): provoca que
se de la adicién de A
a la secuencia de
RNA.

- Pre-mRNA

Poly(A)
tail being
§ synthesized

RNA polymerase

Si  mutase la  secuencia
AATAAA, no se produciria la
cola de poli A, a la ve que
tampoco se podria producir
una correcta terminacion de la
transcripcion. No se producira una correcta terminacion si la polimerasa no pasa por la sefial de poli A.
Es posible que sea debido a alglin factor antiterminador, unido a la polimerasa, que al pasar por esta sefial
se liberase. Es posible tambien que la polimerasa no tenga antiterminador, sino que funcione sin él, lo que
provocaria que una parte de los transcritos que se sintetizasen fuesen incompletos. Se cree posible que el
factor antiterminador pueda ser el TFIIS.

synthesis

Terminacion de la transcripcion

La transcripcion va mas alla del punto donde se afiadira la secuencia de poli A en el RNA. No esta claro
si existe sefiales de terminacion. En algunos genes parecer ser que si hay zonas de terminacion, pero en
otros parece ser que no. Por lo visto, son zonas ricas en T, lo que podria provocoar el final de la
transcripcion.

Mecanismos de splicing
Podriamos distinguir 3 tipos de splicing, a grandes rasgos:

e Reconocimiento de secuencias consenso al inicio y final de cada intron, donde limita con los
exones.

e Autosplicing. Es un proceso por el cual el RNA elimina por si mismo una secuencia intronica.
Se da en muy pocos genes, como en algunos delos grupos I y II.

e Reconocimiento de una conformacion caracteristica. Se da en el proceso de maduracién de los
tRNA que poseen intrones.

Precursores del tRNA

Algunos de los genes que codifican los tRNA tienen intrones, entre un 10 y un 20% del total de genes.
Estos intrones son relativamente cortos. En levaduras hay un intrén en el extremo 3’. No existen
secuencias consenso en los extremos del intron. Cuando hay un intrén, se produce normalmente un
alargamiento del brazo del anticodon.

Lo primero que se hace es eliminar el intron, mediante una ribonucleasa , con lo que queda un grupo
fosfato unido a un extremo 3’ el exon upstream y un grupo OH unido al extremo 5’ del exon downstream.
Estos extremos se unen por la complementariedad de bases tipica y son unidos por una RNA ligasa.
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Eliminacion de los intrones del mRNA

La mayoria de los mRNA tienen intrones, normalmente varios y de diferentes tamafio. Hemos de
preguntarnos si, cuando existen

o Numero de Frecuencia de perdida de los intrones individuales
Vvarios 1r’1tr0ne§ en um gen, S€ intrones eliminados A B C D E F G
eliminardn siempre en el | 5 0 0 0 30 60 5
mismo orden. Esto se ha 2 20 20 0 5 60 60 25
estudiado con Northerns. Se ha 3 5 5 5 30 100 95 60
observado que hay un_orden 4 10 25 35 95 90 90 55
preferente de eliminacion de 5 40 75 65 85 100 75 60
intrones, tal y como se ve en la 6 55 100 80 90 100 100 80

tabla. No se eliminan en orden

secuencial 5° — 3’, sino que sigue otro orden. Parece ser que el hecho de eliminar un intrén favorece la
eliminacion de otros. Para localizar los intrones emplearemos la comparacion del DNA genémico con el
cDNA.

No existen grandes regiones de homologia en las zonas de conexion intrén — exdn, sino que se trata de
pequefias secuencias consenso. Siempre existe la misma secuencia al empezar y acabar el intron,
GT - intron — AG. Obviamente hay excepciones, ya que hay genes que pueden tener secuencias que
pueden ser AT — intrébn — AG. En eucariotas superiores también habra regiones ricas en pirimidinas antes
de AG en el extremo 3’ del intron.

Un mRNA puede pasar correctamente por el proceso de splicing en cualquier célula, una excepcion serian
lo que se conoce por splicing alternativo, como ya veremos mas adelante. Existen enferemedades que
pueden estar ocasionadas por mutaciones en el proceso de splicing. Ademas, existen lugares de splicing
cripticos, que no utilizaran en condiciones habituales, pero que si se emplearan en caso de que le ocurra
algo al lugar de splicing habitual.

La liberacion del lugar de splicing 5’ se produce por una transesterificacién provocada por el grupo
hidoxilo unido al carbono 2’ de un nucledtido de Adenosina, de una secuencia conservada que es
5’-UACUAAC-3". El resultado de esta reaccion es la rotura del enlace fosfodiester que une el primer

nucleétido del intrén, acompanado por la i
UaAFs

formacion de una nuevo enlace fosfodiester de A VA
este primer nucleétido con la adenosina del =~ s WG ol
centro del intron, del centro de ramificacion,

mediante una unién 5’ — 2. El intron tiene ahora U-snRNP

una estructura en forma de loop que se conoce l‘

como lariat. La rotura del lugar 3*” de splicing y

la union de los exones es el resultado de una = e | f  m——— ComplecA
nueva transesterificacion , provocada por el

grupo OH unido a la parte upstream del exon. /et

Este grupo ataca la union fosfodiester en el lugar l(

3> de splicing, provocando la liberacion del 4l6

intrén en forma de lariat, que sera linearizado y e e R ———
degradado. Al mismo tiempo, los extremos de e — - €&

los exones se uniran.

Las secuencias de splicing son reconocidas por
las smRNPs, small ribonucleoproteins, formadas =
a partir de sSmRNAs y unas diez proteinas. En el

proceso de splicing hacen falta smRNPs, como ( [ G

U,, Uy y Us, ademas de Uy/Ug. Junto a esto haran
falta algunos factores de splicing mas. e
™ Ud-snRNP

Se observd que la smRNP Uj tiene en su extremo

5’ 14 nucledtidos no aparejados, que son

bastante complementarios a los del lugar 5> de E 5 SeoreC

splicing, de manera que por complementariedad

se uniran. U, tienen complementariedad con el punto de ramificacion. U; se une al extremo 3’ de splicing,
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pero no por complementariedad, sino por interacciones de proteinas. Todo esto se une sobre el precursor,
formando lo que se conoce como spliceosoma.

En primer lugar se une U; al lugar 3’ de splicing, para que después se unan los factores que se conocen
como U,AF, que son factores auxiliares que se uniran a la tira de pirimidinas, de manera que permitiran la
union de U,. U, se une por complementariedad al punto de ramificacion, formando el total lo que se
conoce como complejo A. Se unen también las proteinas SR, ricas en serinas y argininas. El papel de
estas proteinas es el de evitar que al hacer splicing se salten intrones en lo que se conoce como Intron
skipping. Estas proteinas unen U; con U,AF, lo que provoca una curvatura en el RNA. Después llega el
complejo Uy/Us, que se une a U,. Us se une al exon situado downstream. Este es el momento cuando se
establece contacto entre U; y U,. El proceso de splicing se inicia al liberarse U; y Uy. Ug se unira donde
se unia U;. La proximidad de U, y Ug dispara las reacciones de transesterificacion, con lo que se liberara
el intrén.

Autosplicing

Este tipo de splicing se da en alguno organulos. Se formaran estructuras caracteristicas, que permitiran
que se produzca el splicing. En el caso de los intrones de tipo II, el proceso de splicing es similar al
descrito anteriormente, ya que se produce una reaccion de un grupo OH con una A, mientras que en los de
tipo I, el grupo OH reacciona con una G externa del RNA.

Estos tipos de RNA tienen la capacidad de realizar splicing in vitro, por si mismos, aunque in vivo puede
intervenir alguna proteina en el proceso. Se han de formar unas estructuras especificas, mediante las
cuales se daran los cortes en el RNA, ya que la estructuras formaran centros cataliticos. En los intrones de
tipo II se formaran estructuras similares a las descritas anteriormente, formandose incluso el lariat. Los
centros cataliticos que se formaran seran también similares a los anteriores.

El splicing ha ido evolucionando desde una fase inicial autocatalitica, con capacidad de splicing
promovida por el propio RNA hasta el caso de los mRNA, donde el RNA ha perdido la capacidad de
formar las estructuras que forman los centros cataliticos, sino que requieren la formacion del spliceosoma.
Estos intrones con capacidad autocatalitica, de tipo I o II son muy escasos, estan solo en los organulos.

Splicing alternativo

No se ha de confundir el splicing alternativo con la maduracion diferencial. La mayoria de los genes de
clase II se transcriben dando lugar aun mRNA precursor que madurard para dar lugar a un mRNA
maduro. Pero se ha visto que en ocasiones un mismo gen puede dar diferentes mRNA. Puede haber
diferencias en los extremos 3’ o0 5°, pero incluso puede haber diferentes tipos de splicing. Si se utilizan
diferentes tipos de splicing hablaremos de splicing alternativo. Si se trata de diferentes modificaciones en
los extremos 3’ 0 5°, se trtara de maduracion diferencial.

Estos patrones de splicing se da solo en funcion de una expresion diferencial del gen, pero también es
posible que los diferentes productos de un gen se expresen en una misma célula, al mismo tiempo, pero
en diferente proporcion.

A nivel de splicing, puede ser posible que uno de los dos lugares de splicing sea fijo, mientras que elk
otro puede ir variando. En algunos casos puede ser que al variar el splicing se modifique la secuencia de
aminoacidos, provocando la aparicion o no de un codon de stop, con lo que semodificaria el tamafio de la
proteina.

Se conocen muchos casos de genes con splicing alternativos, como el caso en SV40, con los diferentes
antigenos T y t, donde dependiendo del splicing se pasard o no por un determinado codén de stop, de
manera que la proteina serd mds o menos larga. Hay una parte que puede actuar como intrén o como
exon. El RNA de t serd mas largo, pero serd la proteina T la que tenga m¢as aminoacidos, ya que en t hay
un codon de stop. Este tipo de splicing tienen lugar en todas las células, variando la proporcion de T y t.
En células con alta proporcion en t, de manera que se usaban los sitios de splicing mas cercanos, se
identificé un factor, el SF2, que se observo que favorecia la utilizacion de sitios de splicing mas cercanos.
La proteina del adenovirus E1A también pasa por procesos de splicing alternativo para dar lugar a tres
proteinas diferentes.

Facultat de Biologia 20
Universitat de Barcelona



Genética molecular
Curso 2000- 2001

Determinacion del sexo en Drosophila

Implica la interaccion de una serie de genes.
Cada uno de estos genes tendra un splicing
diferencial, cuyo producto influird sobre el
siguiente gen de la cascada génica,
determinado asi el sexo. Todo depende de la
relacion entre cromosomas sexuales y
autosomas. El primer gen que se ve influido
por este proceso es el gen sex — lethal, que
posee 7 exones, pero en el 3 hay un codén
de stop. En hembras se provoca un splicing
alternativo que provoca que se climine ese
exon de la proteina final. Por lo tanto, en
machos no hay proteina funcional, pero en
hembras si sera funcional y influird en el
siguiente splicing. El siguiente gen del
proceso es el transformer, donde podemos

tale pathway Female pathway

Low - { omEe X:A rotie e ma } : High
T g
Sy~ N
' e g e
No product * Eews Sax-lethal amE= ) ﬂ“‘w . protein

wﬂ:“;:ru';m ( EmEn transformar Tra protein
Default splicing e . Tra2 protei
iy 2R mmmn onsformer? i g protein
o -specific Emma doublesex W Ry ) ¥ -specific
Dsx protein * i Dsx protein
Blocks female Suppresses
differentiation male genes

encontrar 4 exones, con un codon de stop en el segundo. Debido a la proteina SxI, producida por el gen

(A) Sex-specific alternative splicing of s pre-mRNA

@:L/ SXL synthesized

(B) SXL induces cryptic splice site selection in the tro pre-mRNA

I 2
v pre-mRNA —

e
' < - gkl

= %

Part of
I 2 I 2
-~ RN — — R
TRA not synthesized 1

(C) TRA induces alternative splicing of the dsx pre-mRNA

3 4 5
dorpre.mANA — NN
Recmcs
4 SR proteins
e

sex — lethal, se inhibe el splicing normal y se activa un
splicing alternativo, en un lugar criptico, que eliminara
el codéon de stop. En hembras habra una proteina
resultante de este proceso, mientras que en machos la
proteina no sera funcional. El producto, Tra, influira
sobre el gen siguiente, el transformer 2, donde pasara
aproximadamente como en el caso anterior. Estos 2
ultimo productos influird en la expresion del ultimo
gen, que es el doublesex, que posee 6 exones, con un
codon stop en el cuarto. El Tra y el Tra2 son factores de
splicing que provocan que el splicing en hembras se
haga de manera normal, de manera que se pasara por el
codon de stop del cuarto exén. En machos se eliminara
el exon con el codon stop, con lo que la proteina sera
mas larga. La proteina Dsx de las hembras elimina la
expresion de los genes de los machos, mientras que las
proteinas Dsx de los machos bloquean los genes de las
hembras.

La proteina Sxl impide que U2AF se una en el punto
normal del intrén por lo que lo hace en el interior del
exon, con lo que se provoca el splicing alternativo. Las
proteinas Tra y Tra2 interaccionan con las proteinas
SR. Sin estas proteinas se da un splicing que elimina el
exon 4. En presencia de estas proteinas SR, el exén no
es eliminado. El lugar donde se unen las proteinas Tra
se conoce como splicing enhancer.

RNA - editing

La informacién contenida cambia a nivel del RNA. Es
una forma muy rara de procesamiento transcripcional.
Provoca un cambio en la informacion. Se sustituyen,
afiaden o eliminan nucle6tidos. Las sustituciones se
pueden dar en algunos genes de mamiferos, mientras
que las adiciones o eliminaciones se suelen dar en
genes de las mitocondrias de algunos protozoos.
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Se han descrito 4 tipos de RNA editing en mamiferos. El gen de la apolipoproteina B es uno de estos
5 ;o casos. En el higado se da un producto de 4536 AA, mientras que en el
H""‘CAG(?(‘I&LT\C‘;?-—"” intestino es de 2152 AA. Se sustituye un codon CAA, de acido clutamico,
= ACGGUCG—__ por otro de stop, lo que determina que la proteina sea mas corta. Este cambio

3 5" esta producido por una desaminasa. En mamiferos casi todos los tipos de
RNA editing son sustituciones y sus responsables son las desaminasas.

Insertion of U Parece ser que en el caso de la apolipoproteina B se produce una estructura

secundaria, pero no se ha observado en otros casos.
5 ;
3
S
GAGUGCCAGC—" . - . .

Tkl 4 E‘r: En protozoos suele haber mas complejidad. Se suele tratar de inserciones o
A G--.,._S' extensiones, generalmente de U. Estas inserciones se relizan con lo que se
conoce como RNA guia, complementario en parte al mRNA, provocando que

se inserten nuevas U, ya que en la guia hay algunas A desparejadas.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

Un ejemplo de la regulacion de la transcripcion se da con os genes gal de las levaduras. Encontrmos 4
genes principales involucrados en el proceso.

gal 2 Permeasa, permite el paso de la galactosa al interior celular

gal 1  Kinasa; galactosa = galactosa 1P

gal 7 Transferasa; galactosa 1P - glucosa 1P

gal 10 Epimerasa; UDP Gal - UDFG

Gal 1, 7 y 10 estan en el cromosoma 2, mientras que gal 2 esta en el cromosoma 12. Se trata de genes que
en ausencia de galactosa estan inactivos, pero que al detectar la presencia de galactosa incrementaran su
sintesis unas 1000 veces. El inductor dependera de la galactosa.

gal4 Proteina activadora

gal 80 Proteina represora

Gal 80 se une a gal 4 e impide su funcion, por lo que la activacion de gal 4 esta bloqueada por gal 80. Gal
4 esta situado en el cromosoma 16, mientras que gal 80 esta en el 12. Si gal 80 estd unida a gal 4 no se
activaran los demas genes gal.

Existen unas secuencias, que son las reconocidas por Gal 4, que son las secuencias UAS gal. UAS
significa Upstream Activator Sequence. Tiene unos 17 pares de bases y simetria axial. Estas secuencias

pueden estar repetidas antes de cada gen.

Gal 4 pesa unos 100KDa y actia como un dimero. Se une a UASgal. Tiene 4 dominios importantes
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Unidén a DNA por dedos de Zn
Va del Aminoacido 1 al 65. Se une al DNA mediante este dominio.
Activacion de la transcripcion

Comprende el espacio entre los amonacidos 148 y 196 y del 768 al 881. Se trata de una region rica en
aminoacidos acidos, de manera que se activara la sintesis de manera mas efectiva cuantos mas
aminoacidos acidos haya.

Punto de dimerizacion
Va del aminoacido 65 al 94. Permite la dimerizacion de la proteina.
Punto de unién a Gal 80

Comprende los aminoacidos desde el 851 al 881. Si se une Gal 80 no se podra utilizar el dominio
activador, porque estan solapados. Mediante la unidén a este dominio Gal 80 inhibe la funcidon de
activacion de transcripcion de Gal 4. .

Si esta presente el inductor, cambiara la conformacion de Gal 80, con lo que no se podra unir a Gal 4, por
lo que se activara la transcripcion. Este proceso puede verse afectado por la presencia de otros azicares,
como la glucosa, ya que la glucosa da siempre un mayor rendimiento energético, por lo que con varios
azucares en el medio, se preferira glucosa. Parece ser que la represion por glucosa estda mediada por CRP,
que se uniria a Gal 4 en la zona de union al DNA. Se comprobd también que el dominio de union al DNA
era necesario para que se realizase la transcripcion, pero que no valia un dominio de unién a DNA
cualquiera, sino que era necesario el propio de Gal 4.

Eucariotas superiores

Todas las células de un organismo tienen todos los genes, por lo que ha de haber una regulacion en la
expresion de estos genes. Dentro de esta regulacion distinguimos entre regiones reguladoras y factores de
transcripcion.
Regiones reguladoras
Promotores
Elementos o secuencias de control, situados en 5°, normalmente
“Enhancers”, que puede estar en 5’ 0 3’, o incluso, lejos del gen
Factores de transcripcion
Factores generales o basales
Factores constitutivos
Factores especificos

Regiones reguladoras

Para que haya una correcta expresion del gen, debe haber regiones que controlen esta expresion, que son
las secuencias de control o reguladoras. Suelen tener unos 18pb, a la vez que suelen ser también
palindromicas. Suelen actuar también en forma dimérica, en cuyo caso estan separadas unos 10 pb, lo que
seria equivalente a 1 giro en la hélice de DNA, para que las proteinas que se unan a estas secuencias se
mantengan unidas a un mismo lado de la hélice. Puede haber secuencias también de unos 4pb, pero en ese
caso se suelen repetir algunas veces. Para estudiar las regiones reguladoras se utilizan técnicas de
interaccion entre el DNA y las proteinas.

Retraso en gel

Footprinting con DNAasas.
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Retraso en gel

Consiste en el hecho de que si se une una proteina al DNA, este avanzara mas despacio en el gel. Se hace
correr al DNA en un gel, pero permitiendo que vaya libremente al principio. En otro caso se le expone a
alguna proteina, de manera que si la proteina se une al DNA, la movilidad bajaré. En las regiones que se
haya unido esta proteina tendremos posiblemente regiones de control.

Footprinting

Se somete al DNA a un bafio proteico, para después someter ese DNA a la accion de las DNAasas. Si
queda algin fragmento entero, sera debido a que se le habia unido alguna proteina, ya que en ese caso la
proteina protegera al DNA.

Se pueden marcar una serie de fragmentos de DNA, y se permite su union a la proteina, para después
someter los fragmentos a DNAasas, de manera que la diferencia entre un fragmento y otro sea una base.
Al hacer una electroforesis veremos que no habra sefal en la zona donde est4 la proteina.

A partir de este punto tenemos las secuencias donde se unen las proteinas, pero no su funcion, para lo que
se pueden emplear analisis de deleciones.

Analisis de deleciones

Partimos de la expresion conocida de una proteina, con todas sus regiones reguladoras. A partir de esa
expresion deducimos si se trata de un activador o de un represor en funcion de si al eliminar ese
fragmento la expresion aumenta o disminuye.

Genes reporteros

La expresion de este gen permite estudiar toda la region reguladora sin el problema de que la expresion
afecte a la célula. Las caracteristicas principales de un gen reportero son que el producto que sintetiza sea
inocuo para la célula, y que sea de fenotipo facilmente detectable. Algunos de los genes que se usan son
CAT, cloranfenicol acetil transferasa; lacZ, [ galactosidasa; y Ilux, luciferina, que otorga
bioluminiscencia.

CAT

CAT es el enzima que cataliza la transferencia del grupo acetil del Ac. CoA al cloranfenicol. Puede
formar dos tipos de cloranfenicol, en funcion de la cantidad de grupos acetil que tenga. Estos distintos
tipos de cloranfenicol se podran distinguir por cromatografia en capa fina, y si se emplea C14 se podran
ver por autorradiografia. Cuanto mas CAT haya mas acetilacion del cloranfenicol se producira, de manera
que podremos diferenciar los dos tipos de cloranfenicol, ya que migraran de diferente manera. El vector
CAT que se emplea ha de contener la region que estamos estudiando, al lado del gen cat, de manera que
se exprese este. Si estamos haciendo una analisis por deleciones de la region reguladora, tendremos
diferentes tipos de vectores CAT.

Actualmente se emplea la bioluminiscencia, mediante la luciferaza, de manera que depende de la cantidad
de luz.

En las fotocopias podemos observar diferentes ejemplos de como trabajar con las deleciones. En un
primer caso observamos como se va eliminando la parte anterior al inicio de un gen, con lo que se va
reduciendo la sintesis. En el segundo caso se van eliminado fragmentos, con lo que el efecto sobre la
sintesis dependera de si se trata de un enhancer o de un silencer. Si se trata de un activador, la expresion
bajard, pero si se trata de un silenciador, la sintesis aumentara.
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DOMINIOS DE UNION A DNA
Podemos clasificar los factores de transcripcion segiin sus dominios de union al DNA.
Zn fingers

Consta de 23 AA, y de una region de conexion entre ellos de unos 7 u 8. En el centro de cada una de las
estructuras podemos encontrar un atomo de Zn unido a dos AA de Cys y 2 de His. Cada una de estas
estructuras se puede repetir una serie de veces, hasta 30. la primera proteina donde se descubri6 esto fue
en el TFII, que presenta 9 dedos. SP1 presenta 3. Gal 4 es un caso especial, ya que tiene 4 Cys unidas 1
atomo de Zn.

La parte amino terminal de dedo forma una estructura en forma de lamina 3, mientras que la parte carboxi
terminal forma una hélice a, que es la que se une al DNA. Las proteinas que presentan dedos de Zn es
muy probable que sean factores de transcripcion.

Hay otro tipo de proteinas, las receptoras de los esteroides, que forman un receptor en forma de dedos.
Dos hélices a con 6 Cys, que cuando se unen a 2 Zn forman un dominio de union al DNA.

Helix — Turn — Helix (HTH)

Fue la primera estructura de union al DNA que se descubri6. Consta de dos hélices y una vuelta 3, de 4
AA, de los que 1 siempre es lisina. Este giro permite orientar la cadena hacia el DNA. Se identificé este
dominio en la proteina Cro de A y en el represor de lac. En eucariotas forma parte del homodimero de
proteinas homeoticas. La longitud de este dominio suele ser de unos 20 AA.

Helix — Loop — Helix (HLH)

Se unira al DNA de forma dimérica. Consta de 30 a 40 AA. Esta formado a partir de AA anfipaticos, por
lo que podra formar dimeros. Una vez se ha formado el dimero, unos cuantos aminoacidos basicos
contactan con el DNA. Si mutase la region de AA basicos, no se podria dar la union al DNA, asi como si
mutase la zona de dimerizacion, de manera que no se formase el dimero. Este sistema se ha visto en la
proteina myo D.

Leucine zipper

Es un sistema bastante abundante, localizado principalmente en procariotas. Forma dimeros, que s eunen
formando una hélice anfipatica. Como antes, la leucina no sera la encargada de unirse al DNA, sino que la
union al acido nucleico sera producida a través de AA basicos.

Existe otro tipo, donde la unién al DNA no se produce a partir de una hélice o, sino que se produce a
partir de una lamina [, por lo que la unién al DNA se produce mediante un sistema Ribbon — Helix —
Helix.

La TBP no contacta de ninguna de estas maneras.

La mayoria de proteinas se unen al DNA en el surco mayor. La mayoria son especificas de secuencias
concretas del DNA. Reconocen las secuencias mediante el reconocimiento de las bases, de la secuencia
de puentes de H,... Se observo que la secuencia de AA de Gal 4 tenia grupos ricos en AA acidos, como la
Gln o la Pro.

Las interacciones de los dominios activadores pueden ser de dos tipos, indirectas o directas. En el caso de
las directas, la proteina se une a la secuencia, y después se establece el contacto con los factores de
transcripcion basales. Se observd, no obstante, que existian también proteina adaptadoras, que hacian de
union entre el factor de transcripcion y la maquinaria basal, lo que se conoce como interaccion indirecta.
Una de las primeras que se descubrié fue VP16, que tenia un dominio activador fuerte, pero ningin
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dominio de unién al DNA. Se han encontrado proteinas de este tipo en muchos organismos. Se conocen
como proteinas adaptadoras o coactivadores.

REPRESORES

La regulacion no ha de ser necesariamente activando la sintesis, sin oque también se puede dar
reprimiendo la expresion de los distintos genes. Se cree que hay 3 tipos de represores:

» Competicion por el DNA: Se cree que puede existir competicion entre 2 proteinas, una
activadora y otra represora, por unirse al DNA, reconociendo una determinada secuencia. Este es
el mecanismo mas simple. En este caso, el represor tiene afinidad por el DNA.

» “Squelching” o secuestro: El represor se une a una proteina adaptadora, impidendo a’si la
activacion.

» Heterodimerizacion: El represor se une al activador, impidiendo el funcionamiento de este. Se
cree que esa union es posible porque ambos pueden formar dimeros.

Se puede dar regulacion también alterando la estructura de la cromatina.

FACTORES CONSTITUTIVOS

Pueden hacer falta elementos de control para regular la transcripcion. Los elementos de control mas
frecuentes son:

Caja CAAT CajaGC  Caja Octamero

GGCCAATCT GGGCGC ATTGCAT

Estas cajas son reconocidas por factores constitutivos. Puede haber diferentes cajas en una misma zona de
regulacion y pueden estar repetidas. Se necesita una serie de estos controles para que la regulacion
funcione bien, pero no hay ninguno imprescindible.

Factores

La caja GC es reconocida por el factor SP1, que esta en todo tipo de células. “In vitro” estimula la
transcripcion de genes con la caja GC. Se une al DNA mediante dedos de Zn y su region activadora es
rica en glutamina. La caja CAA puede ser reconocida por el factor CTF. En ocasiones se le puede llamar
también NF1. Los factores CP tambien se pueden unir a la caja, tanto el CP1 como el CP2. Estos dos
factores son constitutivos. A la caja CAAT se le puede unir tambien otra proteina, la EBP, pero esta
proteina se expresa mucho mas en el higado. El octamero es reconocido por el factor Octl, que es ubicuo,
presente en todos los tipos celulares. En el caso de las células linfoides podemos encontrar otra proteina
de union que es el Oct2. La caja CAAT es reconocida por un represor, que es la proteina CDP.

Por ejemplo, existe un gen que solo se expresa en la espermatogenesis del erizo de mar, el gen H28, que
no se expresa en ningun otro tejido, ya que en otros tipos celulares se le une la proteina CDP, de manera
que se inhibe la sintesis. CDP compite con la proteina activadora por la unién al DNA.
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Expresion génica inducible

Existen genes que se pueden activar en respuesta a tratamientos especificos. Se induce la transcripcion
como respuesta a un posible estimulo.. Se conocen varios casos:

- respuesta al AMPc

- respuesta al calor

- respuesta a hormonas esteorideas

Respuesta al AMPc

En este tipo de respuesta son muy importantes los factores CREB y CREM. Median en la respuesta de la
célula al AMPc, ya que se unen a los factores CRE. Nos centraremos en el caso de CREM, ya que ha sido
mejor descrito.

En CREM encontramos dominios de union al DNA, mediante cremallera de leucina, dominios
activadores, y lugares de fosforilacion. Solo se puede fosforilar posttraduccionalmente y solo una vez
fosforilada sera una proteina activa. La presencia de AMPc activa una proteina que fosforilara a CREM,
con lo que se activara la transcripcion. Ademas, el gen de CREM tiene dos promotores, uno dependiente
de CREM vy otro independiente. Cuando se forma la proteina a partir del promotor de CRE, la proteina
sera mas corta y carecera de dominio de activacion. Esta proteina se denomina ICER, Inducible cAMP
early repressor. Estos factores detendran la sintesis de las proteinas dependientes de CREM. La sintesis de
las proteinas inducibles por cAMP sera por lo tanto muy corta y fugaz. Dependera de la fuerza y del
equilibrio de los factores. Parece ser que es ICER el que predomina.

Genes inducibles por el calor

Si se somete a las células al calor, a un shock

térmico, se provocard la sintesis de las proteinas — N
heat shock, una de las cuales es hsp70. Parecia ser HSE TATA Hsp0

que era el elemento HSE el encargado de inducir la

sintesis a causa del calor. Para comprobarlo se trasladé el elemento HSE a otro gen que no tuviese sintesis
inducida por calor. El gen que se empleo es el de la timidina quinasa. Se observo que con el elemento
HSE se transformaba en inducible. Ademas, el HSE era de Drosophila, y el gen que se empled era de
mamifero.

Se observo que en Drosophila, la temperatura a la que habia activacion de la transcripcion era a unos 37°,
ya que la normal es de 25°. En cambio en mamifero, la temperatura normal es de 37°, para tenerse que
activar a los 42°. En el caso descrito, se activaba a los 42°, y no a los 37° caracteristicos de Drosophila. En
la activacion por calor interviene una factor que se une a HSE que es HSF.

Se ha comprobado que en la region reguladora de las Hsp hay zonas muy sensibles a DNAasas, ya que no
tienen nucleosomas. El factor, en circunstancias normales no se puede unir, pero con el calor se activa y
se une, con lo que se inicia la sintesis. Se comprobd que era un factor que se activaba con el calor, y no un
factor que se sintetizaba con el calor sometiendo a la célula a calor, en presencia y ausencia de
cicloheximida, que es un inhibidor de la sintesis proteica. El resultado fue el mismo en ambos casos, por
lo que se deduce que se trata de un factor ya presente en la célula y no sintetizado “de novo”.

La activacion en respuesta al calor es un proceso que se da en dos pasos. Primero se activa HSF y se une a
HSE. Después se podra fosforilar, por lo que se podra activar la transcripcion. Parece ser posible que en la
forma inactiva el dominio de union a DNA esta replegado, pero que al subir el calor pase por una
modificacion de su estructura, con lo que se abrird y se podra unir. El proceso de fosforilacion crea un
dominio de activacion bastante fuerte, lo que provocara la transcripcion. Se considera posible que la
activacion este provocada por una quinasa que sea activada por calor.
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Transcripcion inducible por hormonas esteroideas

Se trata de sustancias derivadas del colesterol, que estan ligadas a muchos procesos. Un grupo muy
importante son los glucocorticoiddes. Estas moléculas se unen a un receptor especifico, provocando la
activacion de la transcripcion de los genes inducibles por estas hormonas. El receptor se une a
determinadas zonas, con lo que se activara la transcripcion de los genes que tengan los elementos de
control adecuados. Estos son factores de activacion inducibles.

La hormona puede atravesar la membrana libremente, por lo que entra en el citoplasma, donde se
encuentra con el receptor. Debido a la unidén de ambos, se activa, por lo que se dirige al nticleo, uniéndose
a la zona de reconocimiento de la zona GRE, activando asi los genes que estén regulados de esta manera.
Todos los receptores tienen una region N terminal que es el dominio activador. Otra region es el dominio
de unién al DNA, mediante dedos de Zn. Por altimo, existen otros dos dominios, que son de unién a la
hormona y de dimerizacion.

La activacion del receptor parece estar directamente relacionada con la union de la hormona. Al unirse la
hormona es posible que el receptor cambie su conformacion , con lo que pasara a poderse unir al DNA.
Pero se comprobo que si se purifica el receptor, éste si tiene capacidad de unioén al DNA, por lo que no es
debido a la conformacion. “In vivo” ha de haber otro factor que le impida la unién al DNA. La presencia
de la hormona provocaré, por lo tanto, la liberacion de la proteina inhibidora, con lo que se podra unir al
DNA. La proteina inhibidora es hsp90, que bloquea el dominio de unién a DNA vy el de dimerizacion. La
proteina activa es un dimero.

Estos genes estan unidos a nucleosomas, pero la presencia del receptor unido al DNA provocara que se
produzca un desplazamiento de estos, con lo que se generaran zonas hipersensibles a DNAasas, donde,
ahora si, se podra unir un factor de transcripcion, iniciando asi la sintesis. El dominio activador del
receptor contactara con el factor de transcripcion, iniciando la “sitnesis. Hasta ahora hemos hablado de la
activacion de diferentes genes por hormonas esteroideas, pero se ha de tener en cuenta que igual que
pueden activar pueden inhibir algiun gen.

Capacidad de desplazamiento de los nucleosomas

La mayoria de los estudios en este campo se han hecho en levaduras, donde podemos observar las zonas
SWI o SNF, que disrupcionan la cromatina. En Drosophila encontramos también el gen Brama, mientras
que en mamiferos existe el gen BRG1. Se ha estudiado en muchos casos, relacionado con los genes
regulados por los glucocorticoides. El receptor de la hormona actia sobre el complejo BRG1, permitiendo
asi que se produzca el desplazamiento de los nucleosomas, con lo que se podra producir transcripcion. El
complejo BRGI tiene acetil transferasa, ya que la ordenacion de los nucleosomas puede cambiar en
funcioén del grado de acetilacion.

Las hormonas esteroideas, como ya se ha dicho, pueden inhibir la transcripcion. Se unen al receptor, que
se unira al DNA. La secuencia es diferente a la de activacion. La secuencia de activacion es la GRE,
mientras que la de inhibicion es la nGRE. Pese a todo se trata de secuencias similares. Es posible que
actiie como inhibidor impidiendo la unién de un activador.

Receptor de la hormona tiroidea

El receptor no forma complejo con hsp90. El receptor puede unirse al DNA aun en ausencia de la
hormona, en el sitio TRE. Si hay hormona actuara con un efecto positivo, mientras que si no hay hormona
tendra un efecto negativo. Es decir, la activacion o inhibicion dependera de la presencia o no d ela
hormona.
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Para que se pueda dar la expresion de determinados genes en los diferentes tipos celulares hara falta que
en estos tipos celulares se expresen factores especificos. Algunos de estos ejemplos los vemos en el
siguiente cuadro.

Factor Tipo celular Gen regulado
Myo D Miusculo esquelético Miosina
Oct2 Células B Ig

NF-kB Células B Ig

Los linfocitos B son los encargados de producir anticuerpos contra determinados antigenos. Los genes
que codifican para esas proteinas solo se expresaran en este tipo celular. Estan regulados por elementos de
control en 5’ y por un enhancer dentro del primer intrén. La proteina Oct 2 so6lo se sintetiza en las células
B.

No suele ser frecuente que el factor de respuesta a un estimulo no esté presente en la célula y se sintetice
de nuevo al llegar el estimulo, sino que lo mas comtn suele ser que el factor esté en forma inactiva, pero
que se active al llegar el estimulo adecuado. Es posible que se active el factor al unirse a un ligando
especifico, como el caso de las hormonas esteroideas. Tambien es posible que la proteina este unida a una
proteina inactivadora, que al llegar la orden libere la proteina para que se active.

El DNA se expresa de manera variable, dependiendo del grado de empaquetamiento de la cromatina, en
funcion de si es eucromatina o heterocromatina, pero no se expresara si estd muy compactada.

Posicionamiento de los nucleosomas

La expresion de los genes variara en funcion de la presencia de los nucleosomas en la zona. La presencia
de los nucleosomas podra impedir la unién de algunas proteinas necesarias para la transcripcion. Los
cambios de posicion de los nucleosomas dependen de la acetilacion de las histonas. En el extremo N
terminal de estas hay muchos lugares con cargas positivas si no estan acetilados, por lo que esos lugares
se podrian unir al DNA, que tiene carga negativa.

Metilacion del DNA
La metilacion del DNA suele estar asociada con la no expresion génica. En caso de que se produzca

metilacion no se podra producir transcripcion del DNA. Si se produce metilacion de un promotor, ese gen
no se expresara.
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Traduccion

Haran falta los 3 tipos de RNAs: mRNA, rRNA y tRNA. El rRNA estarda formando parte de los
ribosomas, que se componen de dos subunidades, que dependiendo del momento pueden estar juntas o
separadas. En procariotas son las unidades 50s y 30s, mientras que en eucariotas son la 60s y la 40s. La
conformacion de los ribosomas puede variar en la sintesis proteica

En el extremo 3’ de los tRNA siempre encontramos la secuencia CCA. En el tRNA tambien podemos
encontrar la secuencia del anticodon, complementaria a codén del mRNA. Por el extremo 3’ el tRNA esta
unido a un aminoacido. Como minimo hay un tRNa por cada aminoacido, pero puede haber varios. Los
enzimas que cargan los tRNAs son las tRNA sintetasas. Son las eencargadas de catalizar la carga del AA,
proporcionando un lugar de conexion. Tienen 3 dominios: uniéon a ATP, unién a AA y unidon a tRNA.
Primero reacciona el AA con el ATP y se forma el AA-AMP. El AA se transferird entonces al tRNA.
Cada sintetasa puede reconocer solo a un AA, por lo que hay 20 sintetasas diferentes. Los diferentes
tRNAs que aceptan un mismo AA se conocen como isoaceptores. Se conoce vagamente el proceso por el
que se reconoce el tRNA. Parece ser que reconoce alguna base del anticodon, como miniol. Tambien se
da la circunstancia de que la base justo antes de CCA es invariable en todos los isoaceptores. Tambien se
considera posible que reconozca algunas bases del brazo acepor.

El dominio catalitico de la tRNA sintetasa varia en funcion de si se trata de tipo I o de tipo II. Las de tipo
I tienen el dominio en el extremo N terminal, mientras que las de tipo II lo tienen en el extremo C
terminal. Parece probable que en un principio solo existiese una sintetasa, por lo que solo habria un
aminoacido.

MECANISMO DE TRADUCCION

El ribosoma tienen dos subunidades, cada una con una funcién determinada. E1 mRNA se asocia a la
unidad pequeiia. El ribosoma cubre unos 30 codones, pero tan solo 2 seran activos. El tRNA se inerta en
los lugares adecuados para ello, que van desde la unidad grande hasta la pequeiia. En el lugar A se
representa el codon de un aminoacido, mientras que en el lugar P se coloca el tRNA que lleva la cadena
polipeptidica ya sintetizada. El codon sobre el que estard situado este tRNA sera el correspondiente al
ultimo aminoacido de la cadena polipeptidica. En el proceso de traduccion se traslada el polipéptido
desde el lugar P al lugar A. El ribosoma se desplaza entonces una unidad sobre el mRNA, con lo que el
tRNA estara de nuevo sobre el lugar P.

La traduccidn se divide en 3 fases:
» Fase de iniciacion: Abarca todos los procesos que se dan antes de la formacion del primer enlace
peptidico. Es el tiempo que tarda en formarse el complejo de iniciacion.
» Fase de elongacion: cubre el proceso desde el primer enlace hasta el Gltimo.
» Fase de terminacion: es el proceso desde el ultimo enlace hasta que se liberan todos loc
componentes necesarios en la traduccion.

Se necesitaran diferentes factores para poder llevar a cabo este proceso, y tambien energia, que vendra
dada en forma de ATP.

Iniciacién en procariotas

La unién de las unidades 30s y 50s da lugar al ribosoma completo 70s. Para la iniciacion de la traduccion
es necesario que esten las unidades libres. Los ribosomas estdn en una situacion de equilibrio con las
unidades libres. Para que los ribosomas sigan libres es necesario que haya una serie de factores. La union
del RNA al ribosoma se produce en la zona de union a ribosoma. Esta situada a unos 10 nucleétidos de
AUG. La secuencia es AGGAGG, que se conoce como secuencia Shine — Delgarno. Sobre esta secuencia
se monta la unidad pequefia del ribosoma. Se formara por lo tanto el complejo de iniciacion, aunque para
esto haran falta una serie de factores:
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IF1: Se une a 30s, estabilizando el complejo.

IF2: Se une al tRNA iniciador, controlando su unién al ribosoma.

IF3: Permite que el complejo se una al lugar adecuado, ya que permite la union del ribosoma, debido a
complementariedad de bases. Si no esta IF3, el ribosoma siempre estara unido, y no habra unidades libres.
Hasta que no se libera IF3 no se une la unidad 50s.

Llegados a este punto se liberan todos los factores
tRNA iniciador

Todas las proteinas se inician con la Metionina, con el codén AUG. En procariotas puede haber otros
codones que pueden ser GUG o UUG. Existen 2 tRNA diferentes unidos a Met, el tRNA iniciador y el
tRNA que reconoce las secuencias AUG en el proceso de elongacion. El iniciador lleva metionina
formilada, mientras que el otro no tiene metionina formilada. Tan solo el tRNA iniciador es capaz de
iniciar la traduccion. Otro RNA unido a Met no podria. Normalmente, los tRNA va directos al lugar A,
mientras que en el caso del iniciador va directamente al lugar P, sin pasar por A. Llega unido a IF2, que
permite su union al sitio P. Existen mas diferencias entre el tRNa iniciador y el que actia en la
elongacion. Se trata de diferencias sobre todo situadas en la estructura del tRNA, como el hecho de que la
ultima base antes de CCA no tiene complementario, ya que si la tuviese podria actuar en la elongacion.
Ademas, cerca del anticodon hay 3 pares de bases que son complementarios, que son G — C.

La formilacion de la metionina se pierde de manera cotraduccional, por accion de una formilasa. En
aproximadamente el 50% de las proteinas queda Met en la posicion inicial, en el resto se elimina.

Iniciacion en eucariotas

Los ribosomas constan de unidades 40s y 60s. La primera en actuar es la 40s, que estd asociada a factores
de separacion. Es esta unidad la que reconoce el capping de 5°. Se va deslizando entonces la subunidad
por el mRNA hasta que encuentra la secuencia AUG, que ha de estar en una secuencia consenso.
Llegados a este punto deberan actuar una serie de factores, como el elF2, que estd unido al tRNA
iniciador. El tRNA iniciador es diferente del de elongacion, pero en este caso no se trata de una metionina
formilada, sino que las diferencias son mucho mas sutiles, a nivel de estructuras secundarias por
fosforilacion, que permiten que el tRNA vaya directo al sitio P.

Se une el GTP a elF2, con lo que se incrementa la afinidad por el tRNA iniciador. En este momento se
une la unidad pequefia y después llega el mRNA, por el que se deslizard este complejo.
El complejo elF-4F es capaz de unirse a 5°. Esta compuesto por:

4E: Reconocimiento y union al cap 5.

4A: ATPasa, con capacidad de deshacer estructuras secundarias, de unos 15 nucledtidos

4G: Factor de ensamblaje. Es capaz de contactar con las otras.

4B: Unido a 4A permite deshacer estructuras secundarias.
elF3 contacta con la subunidad pequefia del ribosoma. Puede unirse a 4G.
Cuando llegue a AUG se unira la subunidad grande. Intervendra el factor eIF6, manteniendo las unidades

disociadas. Para que se desprendan todos los factores sera necesario que intervenga el elF5, que es una
GTPasa, que provoca la liberacion de todos los factores de iniciacion.
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Elongacion en eucariotas

En este proceso esta el ribosoma entero. Los nuevos aminoacilt tRNA han de ir entrando en el sitio A,
excepto el iniciador, que va al P. Es necesario un factor de elongacion, el EF-Tu, que se asocia al
ribosoma, solo para permitir la entrada, pero una vez ha entrado, se libera. Este factor puede estar
asociado a GTP, en cuyo caso sera una forma activa, o bien a GDP, en cuyo caso serd inactivo. E1 TuGTP
se une al AA-tRNA, formando un complejo terciario, el Tu—-GTP-AA—-tRNA, que se puede introducir en
el sitio A del ribosoma. So6lo se puede unir si en P hay un tRNA. Se produce un reconocimiento codon
anticodon, con lo que se produce un cambio de conformaciéon que provoca la hidrélisis del GTP.
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