Tema 13. Sintesis y maduracion del RNA.

Tipos y estructuras de RNAs. RNA polimerasas en los organismos
procariotas y eucariotas. Promotores. Mecanismo de iniciacién de la
transcripcion. Elongacion. Terminacién. Sintesis de RNA en seres
eucariotas. Factores de transcripcion. Secuencias intensificadoras.
Antibiéticos inhibidores de la transcripcion. Procesamiento del RNA:
caperuzas, colas de poliadenilato, empalme de RNA mensajero,
RNA catalitico.
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Generalidades sobre la transcripcién

Cys Val Cys Val Cys -mm ¢Cémo se transcribe el DNA?
f Y. if 3 R X | \
3'sGeUGEeUGUGUGUGUGU S’ Solo se transcribe una de las dos cadenas de DNA.
= La Gnica excepcién son algunos virus que presentan
5" ACACACACACACACA 3’ genes solapantes.

Esto es relevante porque las dos cadenas de DNA de

3" T GTGTGTGTGTGTGTS' o f .
un gen no codifican la misma proteina
3

Cc

—-Py

S’ACACA(EI-\\CJ}(\IA

-0
—

wiz—= Thr His Thr His Thr

¢Como se numeran y nombran las cadenas de DNA de un gen?

Sentido de la transcripcion
—_—

-10 +1 +10
5 TATAATGAGCACACCCTTTCCCA 3 cadena codificante (no es la cadena molde pero tiene idéntica
composicion de bases que el RNA)
3 ATATTACTCGTG TGGGAAAGGGT % cadena sin sentido (eslaque usala RNApol como molde para
sintetizar el transcrito)
5 ACCCuUUuUcCCCA 3 transcrito de RNA

+1: primer nucledtido que se transcribe. Todos los transcritos comienzan con A
Los nt que estan en 5’ del sitio de inicio se numeran como -
Los nt que estan en 3’ (son los que se transcriben) se numeran como +

2
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Generalidades sobre los transcritos

1) Tipos de transcritos

5’ [e====rmayn) 3 El RNA sintetizado contiene la informacién de un Gnico gen
Gen En los organismos eucariotas los genes que codifican proteinas
(a) Monocistronico son momocistrénicos

&' [EE=iTw]  EEEEEEE st dsa i) 3 El RNA sintetizado contiene la informacion
Gen 1 Gen 2 Gen 3 de varios genes
(b) Policistronico En los organismos eucariotas los rRNAs

y los tRNAs se forman a partir de

transcritos policistrénicos

Los mRNAs, exceptuando los de las histonas,,
provienen de genes monocistronicos

2) Tipos de RNAs que se originan en la transcripcion

L
5 "
-
SCRNAs
mMRNA rRNA tRNA sRNAs snRNAs 100-200 nt
>100 nt - miles nt 120nt 58S 73-93nt miRNAs  20-25 nt
160 nt 5,8S
1900 nt 18S
4700 nt 28S
E Tema 13
RNA polimerasa de E.coli
TABLA 33-1
Subunidades de la RNA polimerasa de E. coli
o rpoA 2 37 Se une a secuencias reguladoras
ss onA| B os ooy POB 1 151 Forma enlaces fosfodiéster
i rpoC 1 155 Se une al DNA molde
a rpoD 1 70 Reconoce al promotor e inicia la
sintesis
“Bioquimica”. 42 ed. Stryer, L. Ed. W.H. Reverté.1995
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TABLA 28.3.

RNA polimerasas eucariotas

Propiedades comparativas de las RNA polimerasas
eucariotas

Polimerasa

Localizacion RNA sintetizados

I
I

Nicleo (nucléolo) Pre-rRNA (excepto 5S)
Nicleo

pequerios

Pre-mRNA, algunos otros RNA nucleares

111 Nicleo
Mitocondrial® Mitocondria

Pre-tRNA, rRNA 58, otros RNA pequefios
Mitocondrial

“muy semejante a la RNA polimerasa procariota.

m Tema 13 "Bioquimica" 32 ed. Mathews, C.K. Van Holde, K.E >
y Ahern, K.G. Ed. Addison Wesley. 2002.
Secuencias promotoras de las RNA polimerasas
PROMOTORES PROCARIOTAS PROMOTORES EUCARIOTAS
— ~110 -40 —25 +1
R e R et oo " e (o) (s e ]
+1
— E N Caj E

trp [ Ny | N; COAAT o TATA
Factores de CTF Spl TBP

wnate G N,;  [ETGRE] N, | A
o [EEERGRN N, JENGRN ] A

rech i} | N | Ny | a

araB,A.D [ HGNOSN Ny NCRGRNNe [ A

Secuencia
consenso

En los promotores eucariotas, que son mucho méas complejos que los
procariotas, se encuentran diferentes combinaciones de cajas
reguladoras de la expresion.

Las cajas GC son més frecuentes en genes constitutivos. Las cajas
TATA lo son en genes inducibles. Todas estas cajas estan situadas
en una region de unos pocos cientos de bp situadas en 5’ del gen.

m Tema 13

transcripcion

Secuencias Intensificadoras o amplificadoras (E ): aparecen en 5’y 3’ del gen.
Pueden estar situadas a varios miles de bp del inicio de la transcripcién.
Incrementan en gran medida la expresion del gen.

Algunos son responsables de la expresion especifica de tejido de un gen.

CAAT TATA = Lugar de inicio de

la transcripcion

. I eirIIL TR iR
f-globina RS a..nl,p}..-:{,!._\‘.h--_ g

SV40, inicial

Histona H2B | I. =l AThEE

-160 =140 =120 =100 -B0 -60 40 =20 0 +20
| 1 1 1 1 1 1 2}

“Lehninger Principios de Bioquimica", 3% ed.
Nelson, D.L.y Cox, M.M. Omega. 2001.




| Secuencias intensificadoras o amplificadoras

proteina activadora
caja TATA

T TEEEEEEE B EE *
| I—
amplificador comienzo de la

(sitio de union para la transcripcion
proteina activadora)

UNION DE FACTORES GENERALES
DE TRANSCRIPCION, RNA POLIMERASA,
COMPLEJO REMODELADOR DE CROMATINA,

MEDIADOR E HISTONA ACETILASA Las secuencias amplificadoras actian a

miles de bp en 5’y 3’ de los promotores
porque el DNA se curvay se dobla.
Aumentan el nivel de transcripcién de los
genes que regulan

complejo
remodelador
de cromatina

histona acetilasa

COMIENZA LA TRANSCRIPCION

“Molecular Biology of the cell”, 42 ed. Alberts, B. 7
Johnson, A. Lewis, J. Raff, M. Roberts, K. Walter, P.
Garland Science. 2002
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Iniciacion de la transcripcion en organismos procariotas |

Unién ﬁ Inicio
B |
— %/
Y P ; T s
g 5 la transeripeién
UP -35 -10+1 ‘L

Formacién del
complejo cerrado
La RNApol se une a
la secuencia en -35

Vi i

1§ |
\L Formaci6n del
¢ complejo abierto

+

La RNApol se desliza
hasta la secuencia -10

y desenrolla 17 bp para
permitir la lectura de la
secuencia de bases de la
cadena molde y que
comience la transcripcion

E Tema 13

GRETETR

it ]
¢ Desalojo

del promotor
‘t* EED

“Lehninger Principios de Bioguimica", 42 ed.
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Iniciacion de la transcripcion en organismos eucariotas

La RNApol Il, por si sola, es incapaz de
reconocer las secuencias promotoras y
comenzar la transcripcion.

Para hacerlo necesita unirse a los los
factores de transcripcion generales.

Launién a TBP y a TFIID es crucial para
laformacién del complejo cerrado.

La actividad helicasa de TFIIH lo
transforma en el complejo abierto.

Por dltimo la fosforilacién de su extremo
carboxiterminal permite que comience
atranscribir.

; -30 +1
o [TATA ] Tl DNA
lTBP {0 TFIID y/o TFIIA)
e
1'1‘?11? = RNA polimerasa IT
11'1?1:3 i
-~
-
- 1TFI!H \\\
hY
TFIID * Y
h A
A
1
A
; . Liberacién y
Complejo desfosforilacién de
cerrado la RNA polimerasa IT
Desenrollamiento del DNA
. para producir el complejo abierto A
i / RNA
! Terminacion
o Elongacién
- DNA desenrollado F;mﬁe
Fosforilacién de la RNA gean
poli 1, inicio y lib
e _ J del complejo de elongacién
L E i TFIH
TFIIE

9
E Tema 13 “Lehninger Principios de Biogquimica", 42 ed.
Nelson, D.L.y Cox, M.M. Omega. 2006
Elongacién de la transcripcién
Burbuja de transcripcion
Hebra
no molde
Enrollamiento
5

DNA
Se va formando un dulpex DNA-RNA 5 g;h;:;;:NA g ek
de 12 bp (aproximadamente una vuelta
de hélice). El duplex es muy inestable y -
la cadena de RNA se va separando de la Direceion de la transeripcion
de DNA a medida que la RNApol avanza. (@
A medida que el duplex se deshace las
dos cadenas de DNA vuelven a
restablecer la doble hélice

R Direccién de la transcripeion
(b)
10
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Terminacion de la transcripcion |

7‘!
El hecho_determlnante_ pa_lr,a Derivacién
que termine la transcripcién

es que la RNApol se detenga.

Isomerizacién

La detencién se produce cuando
en el transcrito en formacion se
forma una estructura de bucle
con tallo por la presencia de una
secuencia palindrémica en el gen.

Terminacién
) Lo L 1
Tema 13 “Lehninger Principios de Bioquimica", 42 ed.
Nelson, D.L. y Cox, M.M. Omega. 2006
Terminacién de la transcripcion
1) Terminacion rho (p) independiente
-..CEERGCe,
Cee.
hﬁ._
1 GGCCCORRRRRNAR ¢ .
W TSSSTCOSSEONIITLC Rococumbiaia o, 'GTIIT
5-CCCAGCCCGCCTAAT g ACAAAAZ
" L GCoGGCTTTTITTTTIGH
Todos Los terminadores de la transcripcion son
secuencias palindromicas (en amarillo) l
autocomplementarias interrumpidas por
una secuencia que no lo es. Esto hace que el
RNA transcrito forme una estructura de bucle
Estructura de
con tallo que hace detenerse a la RNApol. c"é buele trorical
o—-
) . . c-C
Los terminadores p independientes presentan c"%
después de la secuencia palindrémica una serie Sy
seguida de Adenosinas (por lo menos 6) que al ser -
transcritas originan una serie de Us. El duplex & mc Ty .
A - U es muy inestable y el transcrito de RNA ittt YHUUUUY oy SIITTS
se libera espontaneamente. 5 CCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGC CAAAA-T
TTrrrrre
c—6
G—¢C
€—G
c—G
c—G
G—C
- CitigW— posuuilY
() 3.GGGTCGGGCGGATTACTCGCCCG NANNARRRCTTGTTTT.S
UL LR er ettt
5-CCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAA-Y
12
Tema 13 “Bioquimica" 22 ed. Mathews, C.K. Van Holde, K.E

y Ahern, K.G. Ed. Addison Wesley. 1998.




Terminacion de la transcripcion

2) Terminacion rho (p) dependiente Actuacion de la proteina p

RNA polimerasa

... CEERGCc
ta -
CMG
&GCCCCEEERTENE -
1€ T
@ 3.666TcocecooarTAC ALLLELLEELEL " Torrrrs
TLLIETLITLinttl o T[]
5.CCCAGCCCGCCTAA

i i ACAAAMT L =
G G ¢ ugar de
COUGCTT TTTTLF T reconocimiento de p

l = ) Proteina o Esto debilita la
5 interaccidn entre el
mRNA maolde y el transcrito,
haciendo que se
Estructura de Unidn de g

disocien. También se

e c bucle troncal al eomplejo disocianp y la
%-_‘_G DNA-RNA polimerasa
c—G polimerasa
-G
¢
-8
1 ¢y .
®) 3IGGGTCGGGCGGATTACTCGCCCG™, GTTTT-5
PRErreerrrrrrrrnrpnnitl ST Proteina
5.CCCAGCCCGCCTAATGAGLGGGE T ACAAAAY !
Trrrrr@ 5
) RNA
I polimerasa

La secuencia palindrémica no esta seguida de una serie
de varias Adeninas, si no que tiene unaregion rica en CA.

mANA LI:-/\-
3

No se produce la liberacion espontanea del transcrito y s ks
. B -z . ”
es necesaria la intervencion de la proteina (rho) para ATP of axiramo 8
deshacer el duplex DNA-RNA. desplazando la
p es una helicasa que utilizando la energia de hidroélisis ABPBY habeaimolds de DA

del ATP se desplaza hacia el duplex de DNA-RNA y lo
deshace permitiendo que el transcrito se libere

13
E Tema 13 “Bioquimica" 22 ed. Mathews, C.K. Van Holde, K.E
y Ahern, K.G. Ed. Addison Wesley. 1998.

| Inhibidores de la transcripcion

Rifampicina

La rifampicina inhibe la iniciacion de la transcripcion.
Interfiere con la formacién de los primeros enlaces
fosfodiester al bloquear el canal por donde debe pasar
el duplex DNA-RNA

Solo tiene este efecto en los organismos procariotas
Acridina Se utiliza como antibiético

La estructura plana del anillo ciclico, semejante al de la acridina, que
presenta la Actinomicina D le permite intercalarse entre pares de
bases contiguas del DNA impidiendo que pueda pasar la RNApol de
E.coli y la RNApol Il de eucariotas. Las dos estructuras peptidicas
ciclicas se unen al surco menor de la doble hélice

Este efecto lo tiene tanto en organismos procariotas como en
eucariotas, por eso se se utiliza como antibiético y en el tratamiento
de algunos tipos de cancer

) L T 14
E Tema 13 “Lehninger Principios de Bioquimica", 4* ed. “Bioquimica”. 52 ed. Berg, J., Tymoczko, J. Stryer, L.
Nelson, D.L. y Cox, M.M. Omega. 2006 Ed. W.H. Reverté. 2003




| Procesamiento de tRNAs en organismos eucariotas

RN IRNA, S

&

,.._iL? S ?

Transcrito policistronico de tRNAs

JLUT g ANA LT
Transcrito primario Intermedio
3
OH
|
Adicidn
Corte 5' de CCA 5 g
= = —
r 4 > o
Corte 3' u
—_— _ -
h?? (AR
Maodificacidn de bases
T
- &
P AN
‘:’ ¢
ual
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“Lehninger Principios de Bioquimica", 3% ed. 5
Nelson, D.L.y Cox, M.M. Omega. 2001.
Procesamiento de rRNAs
Procesamiento en vertebrados
Transerivo [ N
de pre-rRNA
(45S) 18S 5,85 28S
(a) Metilacién
~
grupos metilo
(b) Corte
rRNA maduros ” -
rRNA18S rRNA 5,85 rRNA 28S
m Tema 13 16
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Diferencias en los procesos de trascripcion y traduccion entre
organismos procariotas y eucariotas

(8)

DNA a0 Ncleo
N Yot~
g § dmﬂ \JQ Transcrito
a ‘% s,ﬂ 2 primario
% Maduracién L
v Citosol
N‘ g et
mRNA Transporte mRNA
Ribosoma i
ibosoma
5 Proteina
naciente Proteina
naciente
PROCARIOTA

EUCARIOTA

En los organismos procariotas, que carecen de membrana nuclear que separa el material genético del citoplasma,
los mRNA son accesibles para los ribosomas desde el momento en que comienzan a ser sintetizados.

La transcripcién y la traduccién son procesos simultaneos. Los mRNAs procariotas son mRNAs maduros desde que
comienzan a ser sintetizados.

Los mRNAs eucariotas se sintetizan en el interior del nicleo celular como hnRNAs y antes de alcanzar el citoplasma
son procesados para transformarse en los mMRNAs maduros.

“Bioquimica”. 52 ed. Berg, J., Tymoczko,
J. Stryer, L. Ed. W.H. Reverté. 2003
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| Adicion de la caperuza al mMRNA

Estructura de la caperuza Formacion de la caperuza

0 _?E Extremo 5’ del RNA con
JIN*

>

)\ N

N
0.

grupo trifosfato

Fglep

T-Metil-
Fuanosina

fosfohidrolasa

o

ppNp x
- Gpbp GTP

\\> PP
GpppNp
| [adonet]
\) adoHey

.GmeNP
"
A veces \\) adoHcy

metilado !

[ miGpppfiND

Extremo 5’ del RNA
con casquete

guanililtransferasa

guanina-7-metiltransferasa
A veces

metilado

2'-0-metiltransferasa

“Lehninger Principios de Bioquimica", 4% ed.
Nelson, D.L. y Cox, M.M. Omega. 2006
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Adicion de la cola de poli Adenosina a los mMRNAS eucariotas |

Molde de DNA

A

OO TOTOOCTOTOOOCOO oK
Cofia 5 AAUAAA
RNA naciente Senal de corte
Corte por una
endonucleasa especifica
N
ATP
Adicién de la cola de
poli(A) por la polimerasa
PR <
Cofia 5’ AAUAAA AAAAAA),—OH 3
Precursor del mRNA poliadenilado
19
E Tema 13 “Bioquimica”. 52 ed. Berg, J., Tymoczko, J.
Stryer, L. Ed. W.H. Reverté. 2003.
La RNA polimerasa Il como fabrica de RNAs
RNA polimerasa
DNA
Se considera asi porque el procesamiento
Completo de los transcritos primarios de la
RNApol Il lo realizan proteinas que van
5’ eom— unidas a su dominio carboxi-terminal
CTD):
Casquete Q) e (CTD)
i . .
Factores de poliadenilacion -Los tres enzimas necesarios para la
Factores de splicing formacionde la caperuza en el extremo 5’
:acltores para la adicion -Los componentes del espliceosoma que
213 CapEIZa van a marcar los limites entre intrones y
exones y que posteriormente realizaran la
la rotura y el empalme delos exones
-Dos proteinas auxiliares necesarias para
lapoliadenilacion, que son transferidas
Transcrito i desde el dominio CTD de la RNApol a las
rimario Secuencia fie] secuencias en 3’ del RNA.
y p extremo no COdlﬁcapt'e A estas proteinas se unen los enzimas
5 \_\\ I— J_’ 1_ 3 necesarios para eI Corte del RNAySU
. » 1 f ’ poliadenilacién.
\\ \\ I ] f’
1 4 P
\\ \\\ ' 5 Cuando la RNApol se separa del transcrito
\ N, | r. este esta totalmente procesado y listo para
% \ ‘1 ] ser transportado fuera del ndcleo
5 \ |
mRNA X ; "
% 4 L
maduro 5'= . , oo AAA(A), 3'

E Tema 13
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| Splicing de hnRNAs

conexion conexion

dadora aceplora
| o ccapie
oea aceplora
u A ARN —
TITIII E=o *k [
A AGGUAAGL CAGG
secuBncia 3 oo s ——
5= e — =3
|_ intronica _'1 transcrito primano de ARN
U\ FORMACION DE UN BUCLE
POMNE EN CONTACTO LAS
CONEXIONES DADORA ¥ ACEPTORA
& =3
corte y union core ¥ unidn

an la unién dadora en lo union aceptorn

2 CORTES EN
EL ARMAZON
FOSFODIESTER pequeia particuls | ARN
e ribonuclecproteica
__ = oo ocotsins
§ % 7~ ARN comespondients
al intran
TRANSCRITO SOLDADO
NUEVAMENTE ::I:l'l'n':‘d‘: intranica
o '5._
& -
Y —
ARN mensajero maduro
S| X con eliminacidn de
SeCUEnCIa intronica o secuencia intrdnica

TABLA 33-3
Secuencias de bases y puntos de empalme de los transcritos que contienen intrones

UAAGGUGAGC
UCAGGUACAG
GCAGGUUGGU
CAGGGUGAGU
L
L

Ovoalbimina, intrén 2
Ovoalbimina, intrén 3
f-Globina, intrén |
B-Globina, intrén 2
Inmunoglobulina 4;, intrén 1
Virus SV40, antigeno T precoz

CAGGUCAGC
AAGGUAAAU -

E Tema 13 “Biologia molecular de la célula” 12 ed. Alberts B., Bray D., a
Lewis J., Raff M., Roberts K., Watson J.D. Ed Omega 1986.
Fidelidad del splicing
Sitio de corte 3
B ¢Por qué el sitio de corte entre un intrén
Sitio de corte 2 y un exén debe ser muy preciso?
Sitio de corte 1
5 . . v - 3
EXON AY INTRON AG GG C G G A A A EXON mRNA
I
orF1 5'-O TG U0 AT CUAT -3
-— Arg— Phe - Asp - Leu ——
ORF2 g 7 G
——— Ser— Gly - Lys - Stop
orFs 52 GAAAAUGAGMAAAATT CCURAT -3
——= Thr—Glu - Asn - Glu - Lys — Ile - Arg - Pro -
Si el sitio de corte elimina 1 6 2 nucleétidos del exén cambia el marco de lectura (ORF)
y desde ese punto varia la secuencia de aminoacidos de la proteina
22
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Reaccién de splicing de intrones de los hnRNAs

bl|4
".
AU —A— aco O
Intrén - grupo hidroxilo e un
Exon 1 Exon 2 nucledtido dentro del intron
i Paso 1 ataca el enlace fosfodiéster
U que liga el primer exén con el
E intrén.

—c

[ To N -

Exon 1 Exoén 2

E Tema 13

El grupo hidroxilo libre 3' del
exon 1 ataca el enlace
fosfodiéster entre el intron y
el exén 2.

A— AG-OH
Intrén

23
Lehninger Principios de Bioquimica", 42 ed.

Nelson, D.L.y Cox, M.. Omega 2006 .
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lfmm?m

snRNP U2
ADP+ P,

—& &

UWB+ us
ADP + P,%

ADP+P‘:LU1'U"

Espliceosoma
activo

3

Us U2

la estructura

J Formacién de
de lazo

Us

5 OH o
Us U2

- @

Liberacidn
del intrén

5'_— s'
E Tema 13

Mecanismo de splicing

U1

R
——AGGUAGGU

U1 sefializa la unién del exén 1 con el extremo donador del intrén

U2 se une a la adenosina del intrén que va a iniciar el ataque
nucleofilico para romper la unién entre el exén 1y el intrén 3"

A /-5'
oC.

U6 snRNA

o6
\“--—ACAGAGAUCAUCAUC
L]

~ACUAGS U u2snrNA
A

'

~SUGUAGUA———3

Precursor del mRNA

U2y U6 forman el centro catalitico del spliceosoma

U4 enmascara la actividad catalitica de U6 hasta que los piuntos de
empalme se encuentran alineados

U5 se une en 3’ del ex6n 1, 5’ del intrén cuando U1 sale del spliceosoma

24
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| Splicing alternativo del gen de las inmunoglobulinas

@l transcrito corto
de ARN termina agui

LINA

secuencia de
la region dadora

'lRMNjICrEIPC!ON

secuencia de
la regidn aceptora

el transcnto largo
de ARN termina agui

f

8 TSI P

codon de terminacion |

codon de tenminacion |

dadora aceptora
i | AAABAL
e e [ }on
= —1f ¥

secuencia intronica eliminada
por el procesamiento del ARN

DM
codon de terminacion Il
| LLLYYY
CME——ITTTe o
3

1 TRADUCCION

" - cooH

péptido terminal hidrofobico

ot |

codan de termimacion |

da?ora
i ABAMAM
[ eeea——
3

SECUBNCIA intronica no
eliminada ya que falta la
union aceptora de maduracion

codon de terminacion |
R | AAAAAA

l TRADUCCION

I coon

s

péptido hidrofilico terminal

“Biologia molecular de la célula” 12 ed.Alberts B., Bray D.,
Lewis J., Raff M., Roberts K., Watson J.D. Ed Omega 1986.
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