Se trata del estudio de cémo se transmite y expresa la informacién genética a nivel molecular
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Se habian propuesto tres posibilidades:

a) Replicacion conservativa: Proponia que en la
replicacién la dos hebras del ADN madre quedaban
en una de las células hijas formadas, mientras que la
otra célula hija recibe la de nueva sintesis. Se
produciria un ADN completamente nuevo durante la
replicacion.

b) Replicacién semiconservativa: el ADN se forma de
una hebra vieja y otra nueva. Es decir que las hebras
existentes sirven de molde complementario a las
nuevas.

c) Replicacién dispersiva: Las células hijas poseen
hebras de ADN mixtas, es decir, hebras en las cuales
encontramos trozos de ADN de la célula madre, y
trozos de ADN recién replicados
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Segln esta teoria cada una de las
SEMICONSERVATIVA cadenas de ADN sirve como molde para
la sintesis de la complementaria para
ello las dos cadenas de la doble hélice
se separan y a medida que las bases
van quedando libres se van situando
los nucledtidos por
complementariedad  construyéndose
una nueva hebra. Cada una de las
moléculas de ADN que se obtienen contienen una hebra original y otra de nueva sintesis

La hipétesis de como tiene lugar la replicaciéon del ADN se llama_semiconservativa
y fue demostrada por Meselson y Stahl

Utilizaron una técnica llamada: Ultracentrifugacion diferencial por gradiente de densidad en CsCl,
compuesto que se elige por su elevada solubilidad y baja densidad.

Si introducimos, en un tubo de ensayo que contiene una disolucidon de CsCl 4M, una mezcla de
macromoléculas, la fuerza gravitatoria no las separarian Pero si centrifugamos las macromoléculas se
separan a distintas alturas segun su densidad, de forma que cada macromolécula se situara en la
posicidn en la que su densidad coincida con la del CsCl que forma un gradiente.

Meselson y Stahl cultivaron (hicieron crecer) la bacteria del colon Escherichia coli, durante varias
generaciones, en un medio de cultivo cuya uUnica fuente de nitrégeno era el cloruro de amonio que
contenia N (pesado), en lugar del N'* normal (ligero). Con ello obligaron a que todos los
componentes nitrogenados de las bacterias y por lo tanto el ADN estuviera marcado con N> Al
extraer el ADN de las bacterias cultivadas con N*> su coeficiente de-sedimentacion era mayor que el
de las bacterias con N'*(al ser mas “*pesado se sitian en la parte inferior del tubo)

El cultivo de bacterias con N*° se transfirié a un medio de cultivo que contenia N4. Como se conoce
el tiempo de generacidn de este cultivo (tiempo que tarda una poblacién de bacterias en duplicarse),
se fueron tomando muestras en distintos intervalos de tiempo.

Se aislo el ADN después de una generacion y mostré una sola banda que se situaba entre el ADN
pesado y el ligero. Es lo que cabe esperar si el ADN esta formado por una cadena pesada y otra ligera
recién sintetizada.

En la segunda generacidn, el ADN mostré dos bandas: Una de ellas con igual densidad a la del ADN
"hibrido" observado en la primera generacion, y otra con una densidad igual a la del ADN ligero o
normal.

Esto es lo esperado si la replicacién es semiconservativa
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La principal diferencia entre el modelo semiconservativo y el conservativo, radica en que en el
primero se observa ADN de densidad intermedia (N14.15) mientras que en el segundo nunca
apareceria este tipo de ADN sélo aparecerian dos bandas una correspondiente al > N y otra al 1* N.

La idea de la replicacidn dispersiva también se refutd debido a que si se realizara este mecanismo, en
el gradiente de densidad hubieran aparecido multitud de bandas correspondientes al grado de
dispersidn de las cadenas

Ideas previas para el estudio del mecanismo de la replicacion

1.- Replicacién de la ADN “In vitro” (ADN polimerasa I)

Kornberg en 1956 aislé de extractos bacterianos un enzima conocido como ADN polimerasa | que
permitia la replicacion del ADN "in vitro".
Para ello necesitaba:
e Desoxirribonucledtidos 5' trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP.)
® |ones Mg?*
e ADN patron cebador, es decir, un ADN de doble hebra parcialmente desdoblado. La hebra a
rellenar se llama cebador o primer
En la ADN-polimerasa | se reconocen varios centros activos:
#+ Uno para la unién con el ADN patrén o hebra molde
#+ Otro para la unién con el ADN cebador o primer
#+ Otro para el reconocimiento del grupo OH en posicion 3' correspondiente al udltimo
nucleédtido del primer, para permitir la incorporacién del nucleétido fosforilado en
posicion 5' complementario al que existe en el molde.
+ La ADN polimerasas son enzimas que afiaden nucleétidos a cadenas preexistentes
(necesita un cebador y sélo lee en la direccion 3'.... 5' ), une desoxirribonucleétidos a
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los grupos 3' - hidroxilo - terminales de la cadena cebadora, la cadena de nueva sintesis
va en direcciéon 5'.... 3'

Todas las polimerasas anaden nuevos nucleétidos a una hebra que posee un cebador
La ADN polimerasa | es un enzima procesiva, es decir, avanza sobre la hebra molde sin
soltarse de ella mientras cataliza la replicacion.

La DNA polimerasa | es también una exonucleasa 3' --- 5', que corrige sus errores. La
DNA - pol | elimina los residuos no apareantes del extremo cebador antes de proseguir
con la polimerizacion. La ADN - pol | es también una exonucleasa 5' --- 3', el enlace que
escinde debe de estar situado en una regién de doble hebra y lo puede hacer a partir del
extremo 5' terminal. Esta actividad exonucledsica 5' --3' va a jugar un papel muy
importante en la replicacion (elimina el cebador de RNA de la cadena rezagada)

En Escherichia coli se han encontrado otras dos polimerasas llamadas ADN - pol Il y lli

La polimerasa Ill es mucho mas operativa (afiade 1000 nucledtidos por segundo en vez de los 10 por
segundo que realiza la DNA - pol |). Podemos entonces decir que la ADN - pol | tiene como misiéon
rellenar huecos y actuar como enzima de reparacion.

En resumen: La replicacion del ADN se lleva a cabo mediante enzimas conocidas como ADN
polimerasas dirigidas por ADN o simplemente ADN polimerasas. Estos enzimas utilizan ADN

monohebra con cebador y van incorporando los nucleétidos por complementariedad
¢
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2.- Elaboracién del ADN “In vivo": Origen de la replicacién

A principios de la década de 1960, John Cairns desarrollé una técnica autorradiografica que consistia
en mantener bacterias del colon, Escherichia coli, en un medio con desoxirribonucledtidos marcados
con timidina trititiada (Timidina marcada con un isétopo del hidrogeno llamado tritio 3H). Es tritio es
radioactivo.

Mediante autorradiografia podia visualizar la molécula de ADN.

Trataba de encontrar como se iniciaba la replicacidon

Extraia el ADN circular marcado de las bacterias en distintos estadios de la replicacion del ADN. A los
tres minutos de iniciarse la replicacion se observaba un sélo punto especifico en el que se iniciaba la
replicaciéon (punto origen de replicacion = ori) la doble hebra se abre como una cremallera
formandose una burbuja. En los extremos de la burbuja las cadenas forman una estructura en “Y”
conocida como horquilla de replicaciéon (hay dos). A partir de un punto de origen progresa en dos
direcciones opuestas, existiendo dos puntos de crecimiento (PC) (replicacion por bifurcacion).
Pasados unos 30 minutos se habia replicado totalmente

e TR o I A
SO era ot s _~Hebra hija
L S Sofme | 2 b Horquilla
¥ ',:I-'"."'*’ R ‘:\ de replicaciék
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Replicacion bidireccional en E.coli

hélice nueva
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Hélice nueva

un sdlo punto origen de replicacion (OriC) y dos puntos de

crecimiento
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Mecanismo de replicaciéon o autoduplicacién

Es necesaria una fidelidad extrema en la replicacién del DNA con el fin de mantener la integridad del
genoma generacion tras generaciéon
Procariotas.-
Inicio: desenrollamiento y apertura de la doble hélice en el punto ori. (Origen de replicacion). A partir
de él se forma una 'horquilla de replicacion'
En la formacion de la horquilla intervienen:
+ Topoisomerasas como la ADN - girasa que desenrolla el ADN
+ Helicasas, separan las dos hebras del ADN, consumen energia en forma de ATP ya que hay
gue romper los puentes de hidrogeno que mantienen unidas las dos hebras
+ Proteinas SSB, tienen afinidad por el ADN monocatenario. Una vez que acttan las helicasas,
las proteinas SSB se unen a las cadenas sencillas resultantes, estabilizandolas para que no se
vuelvan a enrollar
Para que la ADN polimerasa forme una nueva cadena no es suficiente que éste presente la cadena
vieja que sirve de molde; sino que debe estar presente un fragmento de ARN llamado cebador o
"primer”, sintetizado por una ARN polimerasa llamada primasa que va acompafiada de proteinas, y
de la ADN polimerasa formando un complejo llamado primosoma (recuerden que todas las DNA
polimerasas afiaden nucledtidos al extremo 3' de un cebador ya existente)
Una de las cadenas del ADN va en direccion 3’--- 5, la lamamos de sintesis continua o adelantada.
La otra cadena va en direccidén 5’--- 3’ y la ADN polimerasa soélo sabe leer en direccién 3’---5’, esta
cadena la llamamos de sintesis discontinua o rezagada
» La sintesis de la cadena conductora comienza como ya dijimos por la sintesis por un enzima
lamado primasa de un pequeifo fragmento de ARN (cebador o primer). Por
complementariedad una ADN polimerasa Il va afadiendo los desoxirribonucleétidos a este
cebador de forma continua, al mismo tiempo que se va desenrollando el ADN en la horquilla
de replicacion. Posteriormente se elimina el cebador por la ADN polimerasa | que a la vez
rellena el hueco con los desoxirribonucledtidos adecuados, finalmente una ADN ligasa une
los fragmentos
» La sintesis de la hebra rezagada se complica pues ambas hebras son elaboradas por una
unica ADN polimerasa, esto obliga a que la hebra rezagada forme un lazo que aproxime los
dos puntos de polimerizacion.
La sintesis de la hebra retrasada se realiza mediante la formacion de cortos fragmentos de
Okazaki. 1) Se elabora el cebador de ARN 2) una ADN polimerasa Il afiade por
complementariedad a la hebra molde desoxirribonucleétidos. Esta mezcla ADN-ARN se llama
fragmento de Okazaki).Posteriormente una ADN pol | elimina el ARN y lo reemplaza por ADN,
el espacio que queda es unido por una ADN ligasa

Jose Seije Ramdl Genética molecular 6



ADN polimerasa lll

cadena conductora

(de sintesis continua)
3)‘
S!

ADN helicasa

fif AW

- ¥

WHNNERE

ADN parental

Fragmento B -

de Okazaki npn cebador

ADN :
0 primer

3§ i R opoisomerasa
. " Proteinas SSB

cadena rezagda

(de sintesis discontinua) Primasa
(ARN pol)

Horquilla o burbuja de replicacion

cadena conductora

sintesis continua Replicacion Bidireccional | tadgna rezagdaa

punto de
crecimiento

punto de
crecimiento

44— Origen ——8F8F———p

5 PC PC ¥

cadena conductor:

cadena Cebador Fragmento de sintesis continua

rezagada “Primer” Okazaki

José Secja Ramil Genética molecular 7



cadena o hebra conductora

cadena recién sintetizada

ADN polimerasa sobre la

\-" cadena conductora
Hélice de
/'\' ADN original

primasa

Proteinas SSB T T
,‘ S g S T W helicasa

w ARN
a?\/ cadena retrasada
ARN cebd@or l '
ADN polimerasa sobre la
I|| hebra retrasada
Fragmento de cadena recién ’\
Okazaki sintetizada

En eucariotas

4+ La célula eucariota contiene mas ADN y sus moléculas tienen mayor longitud (mds o menos
50 mm, frente a poco mas de 1 mm. en bacterias).

+ Los segmentos de ADN en replicacién se llaman replicones. En procariotas se forma un sélo
replicon, mientras en eucariota se forman muchos. Cada replicdn tiene un punto de origen
(0), donde se inicia la replicacidn, y dos puntos de terminacion (T), uno a cada lado del origen,
en los que acaba ese replicdn y se encuentra el adyacente.
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+ Los fragmentos de Okazaki son mds pequefios (alrededor de 100-200 nucledtidos) que en
procariotas).

+ Hay cinco tipos de ADN polimerasas ((o, B, v, 8, €) que son diferentes a las de los procariotas
aunque realizan misiones similares

4+ En ADN en eucariotas estd asociado a histonas, proteinas que no tienen los procariotas y que
se duplican durante la replicacién

4+ Las moléculas ADN doble hélice lineal tienen problemas para replicar sus extremos
(teldmeros), ya que las ADN polimerasas necesitan un extremo 3' OH al que ir anadiendo
nucledtidos. Uno de los extremos de cada hélice (el extremo 5') se puede copiar sin
problemas debido a que viene cebado desde atras, sin embargo, el extremo contrario
(extremo 3') no podria replicarse ya que no puede ser cebado desde atrdas. Como
consecuencia quedaria un corto segmento al final sin copiarse y se iria acortando el ADN por
ese extremo en cada ronda de replicacién. Este proceso se asocia a los procesos de
envejecimiento y muerte celular.
Las secuencias perdidas de los telémeros pueden ser replicadas aunque no exista el ADN
molde mediante una enzima llamada telomerasa, la telomerasa es una reversotranscriptasa
gue elabora ADN a partir de un molde de ARN. La telomerasa porta su propio molde de ARN
complementario a las secuencias repetitivas de los telémeros como parte de su complejo
enzimatico

;" La replicacion del ADN es un proceso complejo por la
RePafaC“Sﬂ de' ADN necesidad de mantener al maximo la fidelidad de la copia.
Existen mecanismos enzimaticos que detectan y corrigen las
secuencias erréneas en la nueva cadena de ADN que son los responsables de la fidelidad de la
replicacion.
La actividad de los enzimas ADN polimerasas debe ser exacta, rapida y fiel, pues la vida entera y su
continuidad dependen de que la informacion genética se transmita con fidelidad de generacién en
generacion.
+ Actividad autocorrectora del ADN polimerasa: correccién de pruebas
La seleccion de los nucledtidos por las ADN polimerasas | y Ill y su actividad autocorrectora
(actividad exonucleasa de correccidon de pruebas) constituyen los principales mecanismos dc
prevencion de errores. El uso de cebadores de ARN, por la incapacidad de los ADN polimerasas de
iniciar una nueva cadena, parece ser que contribuye a incrementar la fidelidad de la copia, pues
suelen ser los primeros nucledtidos los que con mayor frecuencia presentan errores de
apareamiento. Aun asi se cometen errores por lo que es necesario la actuacion de otros sistemas
de reparacion
4+ Correccidn posreplicativa
Para aumentar todavia mas la precisiéon de la replicacidn, existe una maquinaria enzimatica que
corrige los posibles errores cometidos por los ADN polimerasas | y lll en el ADN recién sintetizado,
gue se denomina correccion posreplicativa, Esta correccidn posreplicativa se realiza por medio de
enzimas correctores llamados nucleasas de reparacion
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esgueleto de
azlcar fosfato

El mecanismo seria:
. Para detectar el nucledtido mal emparejado, las nucleasas de
}bases reparacion deben reconocer la cadena recién sintetizada, en la
gue se encuentra el error, y diferenciarla de la cadena molde.
Ambas cadenas son complementarias, pero mientras que la
cadena molde (parental) tiene metiladas las adeninas de las
secuencias GATC, existe un lapso de tiempo durante el cual las
adeninas de las secuencias GATC de la cadena réplica
permanecen aun sin metilar, y en este intervalo el complejo
multienzimatico reparador recorre las hebras del ADN y descubre
deteccion y eliminacion |55 posibles errores en la cadena que todavia no estd metilada y
stapa 1 | de un fragmento de la L
copia alterada gue corresponde a la nueva hebra réplica.

La eliminacidn se realiza mediante un corte en el segmento en el
lugar donde se encuentra la alteracion. Por uUltimo, la secuencia
correcta se regenera cuando el ADN Polimerasa | rellena el
la ADN pol sintetiza una hueco, utiliz.ando como molde la cadena parental
nueva copia sobre la complementaria; entonces cl extremo 3' del nuevo segmento se
copia 2 empalma con el extremo 5' de la hebra réplica por accién de un
enzima ADN ligasa.

copia 1

copia 2 &

Alteracion de la copia 1

copia

copia

5

copia

copia 2 ¥

copia

copia

Una ADN ligasa suelda
ctapa 3 la muesta

copia1i

copia

Se recupera la copia correcta

PCR. Reaccidn en cadena de la polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método para conseguir el aislamiento de un gran
numero de fragmentos especificos de ADN a partir de una uUnica copia de ADN (amplificacion). Se
emplea para replicar repetidamente un segmento de ADN concreto mediante tres pasos que forman
un ciclo, al final de cada ciclo hay dos dobles hebras de ADN idénticas a la original. Cada nueva hebra
producida se llama amplicdn. Por ejemplo una uUnica molécula de ADN sometida a 30 ciclos de
replicacién daria lugar a 23° copias o amplicones

El material de partida es ADN de cualquier procedencia, se puede amplificar solamente una regién
especifica siempre que se conozca la secuencia de nucledtidos que rodea dicha secuencia para
disefar los oligonucledtidos que actuaran como cebadores sobre los que una ADN polimerasa
realizara la copia. Las ADN polimerasas empleadas son enzimas termoestables de bacterias como
Thermus aquaticus que vive en manantiales de agua caliente a 752C

Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que automaticamente controla y
alterna las temperaturas durante periodos programados de tiempo para el nimero apropiado de
ciclos (usualmente 30-40 ciclos).
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Un ciclo de PCR consiste de los siguientes pasos:

1.
2.
3.

Desnaturalizaciéon

Uniodn (alineacion)

Extension

4+ Pasol. Desnaturalizacién (fusidn). La
desnaturalizacion por el calor
(usualmente mayor o igual 90 ° C)
separa la doble hebra de ADN en dos
hebras sencillas rompiéndose los
enlaces de hidrégeno que unen a las
bases nitrogenadas, mientras que los
enlaces entre la desoxirribosa y los
grupos fosfato permanecen intactos

+ Paso 2: Alineacién - Unién del
cebador-  Hibridacion de los
cebadores
Las hebras de ADN permanecen
separadas libres en la solucién hasta
gue la reaccion sea enfriada (35 —
409C) para permitir que los "primers "
o} "sondas" o "cebadores"
(oligonucledtidos con  secuencias
especificas complementarias, que se
anaden a la reaccion) se unan a las
dos hebras del ADN. Se necesitan dos
cebadores en la reaccion de la PCR,
cada uno complementario de una de
las hebras de DNA que se separaron
durante la desnaturalizaciéon

4+ Paso 3: Extension de los cebadores

PCR
secuencia diana
—— R ——
{ N

adiccién de exceso

Desnaturalizacién Ol dc‘:.l'ﬁl;:::m para

separar hebras

—— T
enfriamiento para
Alineacion @ acoplar los cebadores

! g CEbadores ===
1

.—1_ '|' I }L—‘

Extensién @ sintesis por Taq polimerasa
de nuevas hebras de ADN

Consiste en la polimerizacion, elongacion o extensién del complejo (sondas + ADN)
mediante cambios ciclicos de temperatura repetidos un gran niumero de veces y por la
accion de una enzima llamada "Taq DNA polimerasa” que es muy termoestable y ha
permitido automatizacion del proceso. La Taq polimerasa comienza el proceso de
polimerizacién en direccion 5' a 3' agregando los nucledtidos correspondientes,
obteniéndose la hebra complementaria de ADN.

Aplicaciones de la PCR:

1.

vk wnN

6.

Deteccion de mutaciones
Secuenciacion de ADNs fosiles
Diagndstico de enfermedades genéticas

Identificacion de especies y control de cruces entre animales

Huella genética individual
Proyecto genoma humano

1.- Deteccion de mutaciones
Se emplea la secuenciacion de ADN como un método de diagndstico: una vez que se ha caracterizado
la relacién con una enfermedad de una determinada mutacion puntual o de una pequefia deleccién
(defeccion de 3 bases en el gen cftr en la fibrosis quistica), se puede amplificar el gen y luego al
compararlo con la secuencia normal se detecta la anomalia
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2.- Secuenciacion de ADNs fosiles: El uso del PCR ha abierto la posibilidad de aislar secuencias de
ADN a partir de unas pocas copias intactas presentes en especimenes de museo y descubrimientos
arqueoldgicos en los cuales la mayoria de las moléculas estan dafiadas o degradadas, para proceder
posteriormente a su estudio mediante secuenciacioén.
3.- Diagnéstico prenatal / Diagndstico preimplantacién: Diagndstico de enfermedades hereditarias o
determinacion del sexo del feto previamente a su implantacién en procesos de fecundacion in vitro.
Una o dos células del pre-embridn se retiran en el estado de 8 a 16 células, previo a la implantacién.
Estas pueden utilizarse para amplificar un gen o genes especificos y asi estudiar la enfermedad
genética o el sexo (utilizando genes especificos del cromosoma Y).
Identificacion de especies y control de cruces entre animales
4.- Las técnicas para identificar especies pueden ser muy importantes para descubrir fraudes
comerciales, tales como vender carne de una especie mas barata a los precios de otra mas cara, o el
comercio ilegal de especies en peligro. Estos estudios pueden realizarse utilizando el ADN
mitocondrial, el cual presenta secuencias altamente variables entre especies distintas, aunque sean
cercanas entre si, y bastante conservadas dentro de la misma especie. Los controles de relaciones
parentales en animales tienen importancia forense para el control de comercio ilegal de especies
protegidas. Individuos jovenes de especies en peligro son sacados de sus lugares de nacimiento y
"disfrazados" por certificados veterinarios falsos. En estos casos, el estudio familiar es el inico medio
de descubrir el origen ilegal de los individuos.
5 .- Huella genética individual: Existen en el genoma humano regiones hipervariables constituidas
por secuencias de 10 — 40 nucledtidos internamente repetidas Dos individuos sin parentesco tienen
fragmentos de distinto tamafio al cortar una regidn hipervariable con un enzima de restriccion que
no reconozca dianas dentro de la region repetida. El patrén de restriccion observado en un individuo
al ser tratado su ADN con un enzima de restriccién y posteriormente transferido el ADN a nailon e
hibridarlo con una sonda radioactiva se denomina huella genética o en lenguaje coloquial codigo de
barras individual
Analisis de los fragmentos de restriccion para identificar los alelos paternos (P) y maternos (M) de los
cuatro hijos de un matrimonio. Una muestra de ADNs de los implicados se trata con una enzima de
restriccion que no corte dentro de la regidén hipervariable. Se corren las muestras en un gel de
azarosa, se desnaturaliza el ADN y se transfiere a nailon. La identificacidn se hace por hibridacion con
la sonda unilocus tratada radiactivamente.

a) El primer hijo (HIl) es el resultado de una relacidn anterior al matrimonio actual y no muestra

homologia con los alelos paternos
b) la posible paternidad entre dos posibles padresP1y P2 de un nifio N
P2 queda identificado como el verdadero padre

a) b)

M HI H2 M3 H4 P M N Pl P2
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Mecanismo de sintesis de proteinas
Una vez que hemos estudiado la naturaleza del material genético, vamos a pasar a su utilizacidn, se
trata de comprender como la informacién guardada en el ADN puede llegar a dirigir las numerosas
funciones celulares.

Replicacion

Transcripcion Traduccion cadena

ADN /= ARNm T polipeptidica

Reversotranscripcion
ARNt ARNr

Dos etapas:
+ Transcripcion

+ Traduccién
En los organismos eucariotas los procesos de transcripcién y traduccién estan separados en el
espacio y en el tiempo: EI ADN se transcribe en el nucleo, mientras que se traduce a nivel de los
ribosomas en el citosol.
En los organismos eucariotas los genes estan fragmentados, cada gen consta de unas secuencias que
se transcriben y traducen llamadas exones y otras que se transcriben pero que antes de ser
traducidas se eliminan y se llaman intrones.
Un gen se expresa cuando se descodifica es decir cuando se transcribe y se traduce

® ®
TraﬂscrlpCléﬂ.' La primera sintesis "in vitro" de ARN fue realizada por Severo Ochoa.

Descubrié un enzima llamado polinucledtido fosforilasa que
polimerizaba in vitro, sin embargo el enzima que funciona "in vivo" es la ARN - polimerasa ADN
dependiente
La principal enzima responsable de la sintesis de ARN es una ARN polimerasa que cataliza la
polimerizacion de ribonucledsidos trifosfato (ATP, CTP, GTP, UTP) utilizando moldes de ADN
La ARN polimerasa lee la cadena molde en direcciéon 3’---5’ y forma un ARN en sentido 5’----3’. No
requiere cebador preformado, pero empieza la sintesis en unas secuencias especifica (promotor)
que posee el ADN que actiia como molde

r Procariotas.-
+ En los organismos procariotas, la transcripcién y la traduccion tienen lugar a la vez y en el
mismo lugar.
+ En los organismos procariotas los genes son unidades continuas
Sélo existe un tipo de ARN polimerasa ADN dependiente que cataliza la sintesis de todos los ARNS
no precisa cebador
La sintesis de ARN-m transcurre en las siguientes etapas:
» Iniciacion
La ARN polimerasa sélo puede desplazarse y transcribir si previamente la doble hélice sufre
un desenrollamiento y fusién (separacidn de las cadenas complementarias por ruptura de los
puentes de hidrégeno entre las bases). La misma enzima cataliza ambos procesos, generando
hacia el extremo 3 una burbuja de transcripcidn, un tramo de aproximadamente 12
nucledtidos de longitud, en el cual las cadenas permanecen desapareadas. La burbuja de
transcripcién aparenta avanzar junto con la enzima, pues a medida que progresa la fusion por
delante de ella, la doble hélice se recompone por detras.
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En todos los genes hay una secuencia de nucledtidos caracteristica llamada promotor que
indica a la ARN polimerasa dénde debe de empezar la sintesis y que hebra debe de ser
transcrita. Antes de producirse la union de la ARN polimerasa a la hebra de ADN a transcribir,
la ARN polimerasa se une a una cadena polipeptidica llamada factor 6 que esta relacionada
con el reconocimiento de los nucledtidos de la regién promotora. Una vez iniciada la
transcripcidn el factor G se separa
Una secuencia de nucleétidos muy frecuente llamada secuencia consenso es: TATAAT y se la
denomina “TATA box o Caja Pribnox”.
Hay antibidticos que inhiben el comienzo de la trascripcidn por la ARN pol procariota pero no
por la ARN pol eucariota

> Elongacion-
Después de unirse al promotor, la ARN-pol se acopla a una de las dos hebras del ADN (es un
enzima procesiva) y se desplaza, por la hebra patron de ADN en el sentido 3---- 5' (la cadena
de ARN se va formando en el sentido 5'--- 3').
La adenina es copiada por complementariedad por el uracilo, la timina por la adenina, la
citosina por la guanina, y la guanina por la citosina. La ARN - pol carece de actividad
nucledsica

» Terminacion
La ARN pol va afadiendo nucledtidos hasta que se encuentra con una sefial de terminacion

gue marca el final de la sintesis del ARN-m.

Algunas bacterias necesitan para finalizar la sintesis existe secuencias de nucledtidos que determinan
la intervencion de la proteina llamada rho. Los sitios de terminacion independientes del factor rho
poseen unas secuencias ricas en guanina y citosina, situadas en el extremo de los genes, seguidas de
secuencias ricas en timina, formando secuencias poliandrémicas, que cuando se transcriben el ARN
recién sintetizado adopta una estructura en horquilla que desestabiliza el complejo ARN-ADN,
obligando a separarse de la ARN polimerasa

(b) ARN polimerasa
ARN (5°---3")

hebra de ADN que sirve
de molde (3'=---57?)

La idea mds importante es que en células procariotas las moléculas de ARN-m son copias "literales"
del trozo de ADN que se copia (genes continuos), no se necesita ningun tipo de transformacion Sin
embargo los ARN-t y el ARN-r provienen de una molécula de ARN inicial gue necesita un proceso de
transformacién o maduracidn antes de transformarse en un ARN-t o ARN-r funcional.

En células procariotas es comun hallar ARNm que codifican para varias cadenas polipeptidicas
diferentes, en este caso esta molécula se denomina ARNm policistrénico. Por lo general las
proteinas codificadas por un ARNm policistrdnico, participan en una misma via metabdlica

r Eucariotas.-
Dos diferencias:
4+ Los genes estan fragmentados, por Jo que todos los ARN copia directa del ADN se llaman ARN
transcrito primario o pre-ARNm o ARN heterogéneo nuclear (ARNhn) necesita un proceso
previo de maduracién postranscripcional.
# Existen tres clases de ARN polimerasas:
e ARN pol I (se localiza en el nucléolo) que cataliza la sintesis de un transcrito primario a
partir del cual se obtienen los ARN-r 28S, 18Sy 5,8S
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e ARN pol Il (se localiza en el nucleoplasma) que cataliza los transcritos primarios
precursores de los ARN-m y ARNs pequeiios nucleares
* ARN pol lll (se localiza en el nucleoplasma) que cataliza la sintesis de moléculas de ARN
de pequeiio tamafo como el ARN-t y el ARN-r 55
En la sintesis del ARNm de células eucariotas consideramos las mismas fases:

» Iniciacién.- La ARN polimerasa se une a un sitio de iniciacidon constituido por una secuencia de
bases del ADN conocidas como promotores. Es de destacar la secuencia similar a TATAA situada
unos 25-30 nucledtidos corriente arriba del lugar de inicio de la transcripcion (caja TATA). Es de
destacar la identificacién de proteinas Ilamada factores de transcripcion necesarios para que se

inicie la transcripcién y para la regulacion
de la expresion génica.

En las células eucariotas aparte del
promotor existen segmentos de ADN
relacionados con el promotor llamados
potenciadores o aumentadores
(“enhancers”) que pueden tener posiciones
variables. Se les asigna una funcidon de
regulacidn en la expresidon génica selectiva

e Estan formados por cientos de bases ¢ Generalmente incluyen secuencias repetidas e
Actuan a distancia, miles de bases del promotor. ® Son activos en cualquier orientacion
respecto al promotor, incluso suele encontrarselos dentro del mismo gen.

La seta venenosa Amanita phalloides contiene sustancias llamadas amatoxinas que se unen a
la ARN pol Il y la bloguean. Las amatoxinas actUan lentamente, la muerte tiene lugar varios

dias después de la ingestion por fallo hepatico.

Activadores

proteinas gue se unen a Secuencias
del ADM que va a ser transcrito,
aumentando su tasa de transcripcion

|itensificadar

\ wr
Coactivadores

estas moleculas integran
las sefiales de los activadores

| Secuencia TATA .
‘promotor

Factores deﬁhscripciﬁn

Represores

Proteinas gue se unen
especificamente a secuencias
del ADM concidas como
silenciadores disminuyendo los
niveles detranscripcion

Polimarasa
da RNA

En respuesta a las sefiales de los activadores
estos factores de transcripcidn sitdan

a la polimerasa en ekl sitio de inicio
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» Elongacion.- Al igual que en los procariotas la ARN pol Il, se acopla a una de las cadenas del
ADN (es un enzima procesiva) y copia por complementariedad en el sentido 3---- 5' (la cadena
de ARN se va formando en el sentido 5'--- 3').La ARN polimerasa desenrolla el molde de ADN
gue tiene por delante y enrolla el ADN que tiene por detras

Hay una variante pues cuando se han transcrito unas 30 bases, se le afiade en el extremo 5'
del ARN en formacién una caperuza o capucha (compuesta por resto de guanosina metilada
unida a un grupo trifosfato). Define el inicio de la traduccion
Las moléculas precursoras del ARN- r y del ARN -t no tienen caperuza

» Terminacion.- El proceso de copia por complementariedad termina cuando la ARN pol Il transcribe

una secuencia de finalizacién especifica (TTAM).

Un enzima llamado poli(A) -polimerasa adiciona una cola al extremo 3' del ARN formada por
unos 150 a 200 ribonucleétidos de Adenina. (Cola poliA), que protege a los ARNms de la
degradacion
Se obtiene el transcrito primario también llamado Pre-ARN-m o ARN heterogéneo nuclear
(ARNhn), que es una molécula que contiene:
+ Secuencias intrénicas y exdnicas alternantes
+ Una caperuza en el extremo 5’
+ Una cola poli(A) en el extremo 3’

» Maduracion.-
Consiste en la eliminacién o corte de las secuencias que no codifican (Intrones) y la unién o empalme
de los fragmentos que quedan que si codifican llamados exones (“splicing”). La presencia de exones
e intrones se indica diciendo que los genes eucariotas suelen ser discontinuos.
Previo a la eliminacién los intrones se arrollan en lazos. En este proceso intervienen
ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs)
Los cortes en los transcritos primarios tanto del ARN-m como de los precursores del ARN-t o ARN-r se realizan
mediante un complejo molecular de proteinas y snRNPs de gran tamafio que se denomina espliceosoma.
La maduracion de los preARNt y preARNr tienen particularidades que no consideramos.
El quimioterapéutico anticanceroso actinomicina D inhibe el alargamiento de la cadena de RNA de eucariotes
por unién a un DNA molde y de esta manera inhibe la transcripcién

Corte y empalme alternativo
Dado que muchos pre-ARNm contienen multiples intrones, pueden producirse distintos ARNm
partiendo del mismo gen, combinando los sitios de corte 5’ y 3’. La posibilidad de combinar los
exones, aporta un nuevo método de controlar la expresidon génica generando distintos ARNm y por
tanto distintas proteinas a partir del mismo ARNm
En genes muy activos la transcripcion puede efectuarse simultaneamente por varias moléculas de
ARN-pol. La visualizacion al microscopio de esos genes presenta un aspecto plumoso
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Corte y empalme {esplicing)

3’55
555 punto de ramificacién: I .
Exén1 | Intrén J Exonc
5 T A A ——

U1 e UB
riboproteinas

pegquefas nucleares
snRNPs

Espliceasoma

Formacion del intermediario
en forma de lazo

Empalme de los exones

l Excisidon del intrén

A AG | + 5 e — | 3
Retrotranscriptasa o reversotranscriptasa o transcriptasa inversa

Es un enzima descubierto en los retrovirus capaces de pasar ARN a ADN
1. Elabora una hebra de ADN complementario a una hebra de ARN

2. Tiene actividad ribonucleasica pues degrada la hebra de ARN del hibrido formado ADN-ARN
3. Elabora la hebra complementaria al ADN monohebra formado en 2
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Reversotranscriptasa.transcriptasa inversa. retrotranscriptasa

o S S
o - i
Hibrido de
ARN ADN Doble hebra
ARN- ADN ADN

Son ejemplos de retrotranscriptasas en células eucariotas:

+ Telomerasa: Enzima presente en células de la linea germinal, en tejidos fetales y en ciertas
células madre poco diferenciadas, y que permite el alargamiento de los telémeros

+ Retrotransposones: Los transposones y retrotransposones son elementos méviles que se
desplazan de un sitio a otro del genoma, donde se sitian mas o menos aleatoriamente y
gue si se insertan en regiones codificantes pueden causar mutaciones e incrementar la
variabilidad genética. Dos tipos LINES (Long INterspersed Elements) 6 Kb aproximadamente
SINES (Short INterspersed Elements) 300 pb aproximadamente
Transposon: Segmentos de DNA con capacidad para moverse por el genoma. Representan
del 25-50% del genoma en mamiferos
Transposicion: Cambio de posicién de un elemento moévil en el genoma
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e 2 Es la sintesis de proteinas a partir de un molde de ARNm. Es la etapa
Trad UCC|on final de la expresidn genética. La traduccion del ARNm da lugar a una
cadena polipeptidica que se debe plegar para alcanzar su informacién
tridimensional adecuada para realizar su funcion. La sintesis de
proteinas requiere la interaccién de tres tipos e moléculas de ARN: ARNt, ARNr y ARNm
Dividimos el proceso de traduccion en cuatro etapas

Papel y estructura de los distintos tipos de ARN en la sintesis proteica

ARNt o tRNA

Esta formado por una sola hebra de ARN aunque presenta zonas en las que se forman puentes de
hidrogeno entre algunas bases nitrogenadas, manifestando una estructura secundaria en forma de
hoja de trébol y terciaria en forma de bumeran.
Aunque se conocen 50 ARN-t distintos (al menos uno para cada aminodcido) todos tienen en comun
componentes caracteristicos:
+ El ARN-t tiene su origen en un segmento de ADN y es transcrito en células eucariotas por
la ARNpol I
4+ Ademas de las bases nitrogenadas tipicas (A, U, C, G) poseen bases modificadas especiales
como el seudouracilo, dimetilguanina, etc.
+ El extremo 3' (extremo aceptor) posee la secuencia C C A tiene un grupo -OH terminal que
sirve de lugar de unién del aminoacido especifico para ese ARN-t.
4+ El bucle situado en el extremo del brazo largo del bumerdan contiene una secuencia de tres
bases llamadas anticodon, que va a ser reconocido por la secuencia de tres bases del ARNm
o coddn. Cada ARN-t posee un determinado anticoddn y se va a unir a una determinada
enzima aminoacil ARNt sintetasa
4+ Poseen un bucle o brazo cuya secuencia es especifica para cada ARN-t y es reconocido de
manera especifica por uno de los 20 enzimas conocidos como aminoacil-ARN-t-sintetasas,
encargado de unir cada aminoacido con su correspondiente molécula de ARN-t.
4+ El extremo 5' en todos los ARN-t lleva el nucleétido Guanina con un grupo fosfato libre (G-P)
4+ Elbucle o brazo T®C actia como lugar de reconocimiento en el ribosoma

Sitio de unién \ , OH brazo T¢-C brazo aceptor

3
con el aminoacido (A HOJA DE TREBOL
especifico

lugar de
union del
aminoacido

brazo D

brazo WA\ 38
anticodén Gf—-"”r :}"?
e : 3
:ﬁ\\(\ Anticodén
(a)

Anticodon
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Unién de cada ARNt a su correspondiente aminoacido

Este proceso tiene lugar en el citosol
Se precisa:
« 12 Activacion del aminoacido: requiere ATP y un enzima especifico llamado
aminoacilsintetasa
aminoacido + ATP + aminoacilsintetasa----- aminoacil-AMP-enzima + 2 Pi
+»+ 22 Formacién del aminoacil-ARNt, es decir, el ARNt cargado con un aminoacido especifico
aminoacil-AMP-enzima + ARNt ------ Aminoacil-ARNt + AMP + enzima libre

El aminoacido
- v &l AMP =& ligan
(val)
aminoscido
; Activacion del
‘)F,’JEE aminoacido
B atp

. aminoacil-ARNt-sirtetasa El ATP pierde dos

- . grupos fosfato y

/ l une al AMP con &

La enzima regresa | Formacion del ARNt f}E) i gl st
a su estado i cargado con un aminodacido
original ©  especifico
PIA>
Al ""'-—-r
Vﬂl | et % . I."'.; ARHt == |igﬂ

aa-ARNt AMP se libera

liberado

ARt
descargado

aa-LMP-enzdma

aminoacil-AR Nt aa-ARMt-enzdma
(aa-ARNt)

Tanto el ARNt de las bacterias como el de las células eucariotas son elaborados a partir de ADN como
moléculas precursoras de gran tamaifio llamadas preARNt. En las células eucariotas ya hemos
indicado que la transcripcién la realiza en el nucleoplasma la ARN polimerasa
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ARNr o rRNA. Ribosomas

Esta constituido por moléculas de diferentes tamafios con estructura secundaria en algunos lugares
de la molécula al formarse entre alguna de sus bases puentes de hidréogeno

Constituye un 60% de la composicidn de los ribosomas

El ARNr al unirse a proteinas y formar los ribosomas adquiere una estructura terciaria, lo que
contribuye a que el ribosoma posea una estructura acanalada que le permite dar alojamiento
simultaneamente al ARNm y al ARNt

Sintesis del ARN-r en células eucariotas. Elaboracion de los ribosomas en el nucléolo
A partir de ADN asociado al nucléolo, por accion de una ARN polimerasa | se origina un ARN-r
transcrito primario 45S

El ARN 45S al madurar da lugar al ARN-r 28S y el ARN 5,8S de la subunidad mayor y el ARN-r 18S de la
subunidad menor

El ARN 5S de la subunidad mayor se transcribe partir del ADN del ndcleo por accion de una ARN
polimerasa lll.

En el nucléolo no sblo se procesa el ARNr sino también es el lugar en el que se ensamblen el ARNr
con las proteinas que se elaboran en el citosol para formar las subunidades ribosdmicas.

Una vez el citosol, los ribosomas son los lugares en donde se va a producir la sintesis de proteinas.

En el nucléolo la parte central tiene un aspecto fibrilar y se interpreta como la zona que contiene el
ADN asociado al nucléolo y los ARNr nacientes por transcripcion. Rodeando la parte central hay una
zona granular que contiene las subunidades ribosémicas en varias etapas de maduracion. La unién de
los distintos ARN-r con las proteinas especificas (que se elaboran en el citosol) forman las
subunidades mayor y menor inmaduras, se hacen funcionales en el citosol una vez que atraviesan los
poros de la envoltura nuclear
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/nvoltura nuclear
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ADN Polisomas

. . Si el ADN de los distintos seres vivos se diferencia solo en la distinta
C6dlgo genét|c00' ordenacion de las bases nitrogenadas, de alguna manera la
informacién genética debe de estar encerrada en la distinta
secuencia de las bases nitrogenadas.
Se puede entonces considerar la molécula de ADN como un cddigo de cuatro letras A, G, C, T, cuya
secuencia es copiada por el ARN (U, G, C, A).
Ya sabemos que las proteinas se diferencian entre si en el orden de colocacion de los aminoacidos
que la componen.
De alguna manera el cédigo de cuatro letras debe de especificar los 20 aminoacidos. Si pensamos
gue es una base la que especifica cada aminoacido, tendriamos sélo cuatro posibilidades, Si dos
tendriamos 16 (pero hay 20 aminoacidos). Si son tres bases (coddn o triplete) las que especifican
tendriamos 64 posibilidades para 20 aminodcidos.
El descifrado del cddigo genético lo inicid el espaiol Severo Ochoa, que utilizé un enzima descubierto
por él, la, polinucleétido fosforilasa (no es la que actua "in vivo") para a partir de un ARN con un sélo
nucledtido (poli U) y en presencia de todos los aminoacidos obtenia un polipéptido compuesto sélo
por fenilalanina (luego el coddn para la fenilalanina seria UUU). Un poli A daba lisina, un poli C
prolina, etc.

El cadigo genético o clave genética es la correspondencia entre tripletes o codones del ARN-m y los
20 aminoacidos, es decir, una clave que permite traducir el idioma de los genes al idioma de las
proteinas
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First position Second position Third position
(5’ end) U C A G (3' end)
Phe Ser Tyr Cys u
U Phe Ser Tyr Cys &
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser u
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly u
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

ejemplo

Propiedades del cadigo genético

+ Al existir mas tripletes (64) que aminodcidos (20) se dice que el cédigo genético esta
degenerado lo que significa que dos o mas tripletes especifican el mismo aminoacido.
La degeneracion del cédigo se debe fundamentalmente a la imprecision (balanceo) en el
apareamiento de la tercera base, por lo que algunas moléculas de ART - t pueden reconocer
mas de un coddn.
Se puede considerar que la degeneracion del cédigo proporciona la ventaja de contrarrestar
mutaciones dafiinas, pues el cambio de un triplete por otro sindnimo no afecta a la proteina
codificada
Los tripletes que especifican el mismo aminodcido tienen iguales las dos primeras bases
(fundamentales) pudiendo variar la tercera. Dos codones que difieran en alguna de sus dos
primeras bases deben ser reconocidos por RNA - t distintos

+ No es ambiguo, cada triplete especifica un sélo aminoacido

4+ No es un codigo superpuesto, es decir, no hay solapamiento de bases, los tripletes se leen
uno a continuacion del otro tal como que se disponen en el ARNm

+ Existen tripletes sin sentido (iniciacién y terminalizacién)

4+ Es de observar que aminoacidos quimicamente similares son especificados por codones
similares.

+ La lectura es unidireccional en el sentido 5' —3’ del ARNm

+ Aunque se ha comprobado que algunas asignaciones de codones en mitocondrias,

cloroplastos y protozoos, difieren de las del llamado cédigo estandar, las semejanzas
sobrepasan las diferencias par lo que se puede, decir que el cédigo genético es universal (el
mismo para todos los seres vivos) Un codigo universal puede ser una prueba de que todos
los seres vivos presentes en la Tierra comparten un origen evolutivo comun.

Jose Seije Ramdl Genética molecular 23



Traduccion o lectura de la informacion . . r.cnca de 1o colulas

eucariotas, en las cuales la

transcripcién ocurre en el nlcleo y la traduccién en el citoplasma y los dos procesos estan separados
por muchos pasos interpuestos, en las células procariotas las correspondientes actividades se
encuentran firmemente acopladas. Por lo tanto, la sintesis proteinica en las células bacterianas se
inicia sobre plantillas de ARNm mucho antes de concluir la sintesis del ARNm. La sintesis de un ARNm
procede en la misma direccidon que se mueven los ribosomas cuando traducen el mensaje, o sea,
desde el extremo 5' al 3'. En consecuencia, tan pronto como una molécula de ARN comienza a
sintetizarse, el extremo 5' estd disponible para fijarse a ribosomas.

La sintesis de una cadena de polipéptidos se puede dividir en tres actividades distintivas: Oinicio,
@ alargamiento y€) terminacion de la cadena. Consideraremos por separado cada una de estas

actividades

€ Nicio

subunidad 308

Coddn de inj_cio

Subunidad
508

ARNm

ARNm

j) Siguiente

El primer paso principal de inicio es el enlace de la
subunidad ribosémica pequefia a la primera secuencia AUG
del mensaje, la cual sirve como coddn inicial. ¢Cédmo puede
la subunidad pequefia seleccionar el codén AUG inicial en
comparacion con algun otro coddén interno? Los ARNm
bacterianos poseen una secuencia especifica de nucledtidos
(lamada secuencia Shine-Dalgarno, por sus descubridores)
gue corresponde de cinco a 10 nucledtidos antes del coddén
inicial. La secuencia Shine-Dalgarno es complementaria de
una secuencia de nucledtidos cercana al extremo 3' del ARN
ribosémico 16S en la subunidad ribosdmica pequeia. El
reconocimiento del coddn inicial AUG es resultado de Ila
interaccidon entre estas secuencias complementarias en el
ARNm y el ARNr conforme la subunidad pequefia se enlaza

al mensaje. En los procariotas, la metionina inicial posee un
grupo formilo que lo convierte en N-formilmetionina.
En eucariotes, la subunidad ribosémica pequefia reconoce
primero el extremo 5' del mensaje que precede a la
caperuza metilguanosina, y luego se desplaza a lo largo del
ARNm hasta alcanzar una secuencia de nucleétidos
(tipicamente 5'-CCACCAUGC-3') que contiene el triplete
AUG
Es interesante que mitocondrias y cloroplastos de células
eucaridticas usen la N-formilmetionina para iniciar la
traduccién en vez de metionina, dato que suministra una
de las piezas mas fuertes en el argumento del origen
procariota de estos organulos
En bacterias existen tres factores de iniciacion (IF-1, IF-2, IF3)
gue se unen inicialmente a la subunidad ribosémica
pequeiia. El factor IF-2 facilita la unién al ribosoma del
ARNt™et y e| ARNm. Une vez formado este complejo de
iniciacién, la liberacion del factor IF-3 permite que se asocie
al complejo la subunidad grande.
En eucariotas es un proceso mas complejo y requiere de al

menos 10 factores de iniciacion proteicos distintos
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En el ribosoma hay dos sitios para asociarse a las moléculas de ARN de transferencia .Estos dos sitios,
llamados sitio A (aminoacilo) y sitio P (peptidilo), tienen papeles diferentes en la traduccién. El sitio
A es en el que entra el aminoacil-ARNt al complejo ARNm ribosdmico, en tanto que el sitio P es
donde el ARNt dona aminoacidos a la cadena en crecimiento. En la actualidad se acepta un tercer
sitio, llamado sitio E (salida, del inglés exit], como sitio separado donde el ARNt abandona el
ribosoma después de donar su aminoacido al extremo de la cadena en crecimiento

QALARGAMIENTO o Elongacion

formacion del
enlace peptidico

aminoat:il-wl"tRFvltJl\2

dipéptido

Aminoacil ARNtz
entrante

movimiento del
rihosoma

> (DPrimer paso: Entrada del aminoacil-ARNt con el
anticoddn que corresponda al codén que marca el ARNm
Con el ARNt iniciador firmemente cargado en su lugar dentro
del sitio P, el ribosoma queda disponible para la entrada de
un aminoacil-ARNt en el sitio A. Antes que el segundo
aminoacil-ARNt o cualquiera de los subsiguientes pueda
enlazarse de manera eficaz al ARNm en el sitio A, debe
combinarse con uno de los diversos factores de alargamiento
de proteinas (este factor particular de alargamiento se
denomina Tu en los procariotas y FAel en eucariotas) unido
al GTP. Aunque cualquier complejo aminoacil-ARNt-Tu-GTP
puede entrar al sitio A, sélo aquéllos cuyo anticodon sea
complementario del codén ARNm situado en el sitio A
puede quedar atrapado alli porque se une especificamente al
ARNm. Una vez que el aminoacil-ARNt-Tu-GTP apropiado se
enlaza al codén ARNm, el GTP se hidroliza y el complejo Tu-
GDP se libera.
> @EI segundo paso en el ciclo de alargamiento es la
formacion de un enlace peptidico entre los aminodacidos
enlazados a los dos ARNt. La reaccién ocurre por transferencia
de la metionina (o de la N-formilmetionina) situada sobre el
ARNt iniciador del sitio P al aminoacido unido al ARNt, unido a
su vez al segundo coddn en el sitio A. Esta reaccion es
catalizada por la_enzima peptidiltransferasa, un componente
de la subunidad grande del ribosoma. En la actualidad se ha
demostrado que la actividad de la peptidiltransferasa en
realidad reside en la molécula del ARN ribosémico de Ia
subunidad ribosdmica grande. En otras palabras, la
peptidiltransferasa es una ribozima. La formacién del primer
enlace peptidico deja un extremo de la molécula de ARNt del
sitio A todavia fijo a su codén complementario sobre el ARNm
y el otro extremo de la molécula fijo a un dipéptido. EI ARNt
del sitio P queda entonces desprovisto de todo aminodcido
unido.
>  (3)El tercer paso. Translocacién y repeticién del ciclo
El ciclo de alargamiento implica: 1) expulsion del ARNt no
cargado del sitio P, y 2) movimiento del ribosoma tres
nucledtidos (un codoén) junto con el ARNm en la direccion 3'.
Este ultimo paso, llamado translocacion, se acompafia de
movimiento del ARNt dipéptido hacia el sitio P del ribosoma,

todavia enlazado mediante un puente de hidrégeno al segundo coddon del ARNm. La translocacion
requiere otro factor de alargamiento (EFTu en procariotas y FAe2 en eucariotes) y la hidrélisis de
GTP. Puesto que la translocacion implica el movimiento de una particula sobre una distancia
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aproximada de 1 nm a lo largo del mensaje, debe acompafiarse de notables cambios de
conformacion en la estructura del ribosoma. La energia requerida para impulsar la translocacion es
suministrada por la hidrélisis del GTP. Asi, por cada ciclo de alargamiento cuando menos se hidrolizan
dos moléculas de GTP, una (o mas) durante la seleccion del aminoacil-ARNt y otra durante la
translocacion.

Una vez separado el peptidilARNt del sitio P, el sitio A se encuentra abierto a la entrada de otro
aminoacil-ARNt, en este caso uno cuyo anticoddn sea complementario del tercer coddn. Cuando el
tercer ARNt cargado se asocia al ARNm en el sitio A, el dipéptido del ARNt del sitio P se transfiere al
aminodcido sobre el ARNt del sitio A formando el segundo enlace peptidico y un tripéptido fijo al
ARNt del sitio A. El ARNt del sitio P otra vez se encuentra desprovisto de un aminoacido. La formacién
de enlaces peptidicos va seguida de la expulsiéon del ARNt del sitio P y la translocacidn del ribosoma al

cuarto codén, y el ciclo esta listo para comenzar una vez mas.
La estreptomicina, uno de los antibidticos mas ampliamente prescritos, ejerce su efecto porque se enlaza
selectivamente a la subunidad ribosémica pequeia de las células bacterianas causando que ciertos codones del ARNm
se lean de manera equivocada e incrementando, por lo tanto, la sintesis de proteinas anormales. Puesto que el
antibidtico no se enlaza a ribosomas eucariotas, no tiene efectos sobre la traduccion de los ARNm de las células del
huésped.

€) TERMINACION

Tres de los 64 codones posibles son codones de paro cuya

ey R aminoacidos . s . fAA H
' Hidrélisis del enlace funcion es concluir el ensamblado de polipéptidos en vez de
peptidil ARNt codificar otro aminoacido. No existe ARNt cuyos
“coo~
/

anticodones sean complementarios de los codones de
paro. Cuando el ribosoma alcanza uno de estos codones,
UAA, UAG, UGA, la senal que se lee es detener todo
alargamiento adicional y liberar el polipéptido asociado al
ultimo ARNt. La terminacidon requiere la presencia de
factores de liberacion que interactuan directamente con los
codones de paro; las bacterias tienen dos factores de
liberacion (FL1 reconoce UAA y UAG, y FL2 reconoce UGA),

disociacion de los en tanto que las células eucariotas sélo poseen uno (FLe). El
componentes . .z
factor de liberacion posee un GTP enlazado que
\g : posteriormente se hidroliza. Una vez detenida la traduccion,
FAR

) el polipéptido terminado se separa de su fijacién al ARNt, y
(<. ambos, factor de liberacién y ARNt desacilado, se liberan del
NN ribosoma. La hidrdlisis del enlace entre el polipéptido y el
o [T T LT T T T T T TUlAlCmm— ultimo ARNt puede ser catalizada por la misma porcién del
=ty — ARNr encargada de la formacion de enlaces peptidicos
durante el alargamiento. Cuando la terminacion concluye, el ribosoma se separa del mensaje y se
disocia en sus subunidades como preparacién para otro turno de traduccién.
Puesto que los tres codones de terminacion pueden formarse con facilidad mediante cambios en una sola
base a partir de muchos otros codones, podrian esperarse mutaciones que originen codones de paro dentro
de un gen. Tales mutaciones provocarian la terminacion prematura de la cadena de polipéptidos en
crecimiento. Durante decenios se han estudiado mutaciones de este tipo, llamadas mutaciones sin sentido, y
se sabe que provocan varias enfermedades hereditarias en el hombre. Las mutaciones sin sentido de ordinario
ocasionan las formas mas graves de una enfermedad hereditaria debido a que sdlo se sintetiza una parte de la
proteina vy, por lo tanto, invariablemente es no funcional.
Otra forma de terminar prematuramente el crecimiento de la cadena es afadir el antibidtico puromicina. Esta
molécula se parece al extremo 3'de un ARNt cargado y puede penetrar al sitio A del ribosoma. Una vez en
dicho sitio, el péptido del sitio P se transfiere a la puromicina del sitio A y se forma un enlace covalente. La
transferencia de la cadena naciente de polipéptido a la puromicina coloca un casquete sobre el extremo
carboxilo de la cadena, de modo que ya no pueden fijarse mas aminoacidos. En vez de ello, el complejo
peptidil-puromicina se separa del ribosoma
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Recuerden:
Tipos de ARN

® ARNmM.- 4cido ribonucleico mensajero: es una copia de un fragmento de ADN (gen) y es el
molde para la sintesis de proteinas (traduccion)

e ARNt.- acido ribonucleico de transferencia: es el encargado de transportan los aminodcidos
en forma activada al ribosoma para la formacién de una determinada secuencia de
aminoacidos (proteina) dictada por la secuencia de nucleétidos del ARNm

® ARNTr.- acido ribonucleico ribosémico: Unido a proteinas constituye los ribosomas

® ARNSsn.- 4cido ribonucleico pequefio nuclear: esta presente en el nucleo, y es de pequefio
tamafio. Esta implicado en los procesos de maduracion del ARNhn. En este proceso, el ARNsn
se asocia a proteinas formando las ribonucleoproteinas pequefias nucleares (RNPsn) que se
encargan de eliminar los intrones (aquellos fragmentos del transcrito primario de RNA que no
aparecen en el molde de RNAm). Cuando las RNPsn se unen al precursor del RNAm para
eliminar los intrones se forma un complejo RNA-proteina de gran tamafo, visible al
microscopio electrénico, y que recibe el nombre de espliceosoma

® ARN componente del enzima telomerasa encargada de mantener los telémeros (extremos)
de los cromosomas durante la replicaciéon del ADN

Polisoma o polirribosoma

Cuando se examina en el microscopio

electrénico un RNA mensajero durante

el proceso de traduccién,

invariablemente se observan

numerosos ribosomas fijos a todo lo

: largo de la cadena de RNAm. A este

ARNm LS de observar que la cadena polipeptidica es tanto mis  complejo de ribosomas y RNAm se le

larga cuanto mas alejado se encuentre el ribosoma del . .. .

denomina polirribosoma, o polisoma.

3

extremo 5’
Inicialmente, cada uno de los ribosomas
A se ensambla a partir de sus
POLIRRIBOSO subunidades en el coddn de inicio y

W S iatad 60S Iuego se desplaza desde ese punto
hacia el extremo 3' del RNAm hasta
alcanzar un coddn de terminacion. Tan
pronto como cada ribosoma se desplaza
una distancia suficiente a lo largo del
mensaje a partir del codon inicial, el
siguiente ribosoma se fija al RNAm y
comienza la actividad de traduccidn. La
traduccién simultanea del mismo RNAm
por un gran numero de ribosomas
incrementa mucho la tasa de sintesis de
proteinas dentro de la célula

cadena polipeptidica %
recién elaborada j

‘codon de terminacién

e 3 subumdad

Cadena polipeptidica
en crecimiento
= — =100 nm— —
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Algunas diferencias entre bacterias y células eucariotas en los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion

Bacterias

Células eucariotas

1.- El ADN no esta enrollado a proteinas histonicas formando nucleosomas por lo que no
precisa ser desenrollado para ser “leido”

1.- EI ADN de las células eucariotas forma nucleosomas por lo que debe desenrollarse

2: S6lo hay una burbuja de replicacion. Los fragmentos de Okazaki tienen 1000-2000
nucledtidos

2: Hay muchas burbujas de replicacion o replicones. Los fragmentos de Okazaki mas cortos
de 100 a 200 nucledtidos

3: Los genes son continuos

3: A menudo los genes presentan intrones intercalados

4: La transcripcion se produce en el citosol (el nucleoide esta inmerso en el citosol)

4: La transcripcion tiene lugar en el interior del nucleo y la traduccién en el citosol

5. Hay una sola enzima ARN polimerasa sea cual sea el ARN a sintetizar

5: Hay tres tipos de ARN polimerasas que elaboran cada uno de los tres tipos de ARN

6: En el inicio de la transcripcidn , las secuencias consenso mas frecuentes de la region
promotora son: TTGACA y TATAAT

En el inicio de la transcripcién , las secuencias consenso mas frecuentes de la region
promotora son: CAAT y TATA

7.- Final de transcripcidén: Finaliza cuando el ARN presenta una secuencia
autocomplementariedad se dobla y forma un bucle final

que por

7.- Final de transcripcion: finaliza al llegar a la secuencia TTATTT

8: El ARNt y el ARNr proceden de un transcrito primario madurado (cortes empalmes). El
ARNm a se sintetiza directamente, sin previa maduracion (no hay adiccién de “caperuza”, ni
eliminacién de intrones, ni de adiccién de la cola poliA

8: todos los transcritos primarios experimentan maduracién, pero sélo el preARNm o
ARNhInN hay adiccién de “caperuza” y cola

9: La traduccién del ARNm se inicia antes de que acabe de ser sintetizado

9:El ARN-m debe pasar del nticleo al citosol para poder ser traducido

10: Los ribosomas reconocen al ARNm porque cercano al coddn de iniciacién contiene una
secuencia complementaria a la del ARNr. El primer coddn es AUG que corresponde a la N-
formilmetionina

10: Los ribosomas reconocen al ARNm gracias a la “caperuza”, consideran al codén AUG mas
proximo a ella como el iniciador y corresponde a la metionina

11. EI ARN puede ser policistrénico, es decir, dar lugar a cadenas polipeptidicas distintas

11. El ARNm es siempre monocistronico, es decir, codifican para una determinada cadena
polipeptidica

12- Si bien la ARN polimerasa bacteriana no requiere de factores de transcripcidn, se
considera a la subunidad ¢ como un factor de inicio de la transcripcion, ya que el nucleo
enzimatico despojado de la subunidad 6 no puede por si mismo leer adecuadamente las
secuencias promotoras y efectuar la transcripcion.

12.-Las ARN polimerasas eucariotas no se unen al ADN molde en su sitio promotor si no
estan presentes proteinas denominadas factores basales de transcripcidon. Estos son
especificos de cada polimerasa y se encuentran en todos los tipos celulares. Las células
eucariotas también cuentan con factores de transcripcion especificos los cuales relacionan a
los factores basales con las regiones reguladoras de un gen. Los factores especificos
controlan la tasa de transcripcion de los genes. Cada tejido presenta una combinacién
particular de los mismos
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Del genoma al proteoma
El genoma humano secuenciado completamente contiene 3 mil millones de bases y los genes cerca
de 25.000. Pero este conocimiento gendmico es analogo a una lista de piezas para un coche que no
explica qué partes estan presentes en diferentes componentes o como los componentes trabajan
juntos. Una nueva palabra ha sido acufiada, el proteoma, para significar un nivel mas complejo del
contenido de la informacién, el nivel de la informacién funcional, que incluye el tipo, funciones e
interacciones de las proteinas que integran una unidad funcional.
El término proteoma se deriva de proteinas expresadas por el genoma. El genoma nos da una lista
de los productos de los genes que podrian estar presentes, pero sélo una parte se expresara
realmente en un contexto biolégico determinado. El proteoma nos dice lo que estd presente
funcionalmente, por ejemplo, que proteinas interactuan para formar una via de transduccion de
sefiales o de iones de un canal en una membrana. El proteoma no es una caracteristica fija de la
célula. Por el contrario, porque representa la expresién funcional de la informacion, varia segun el
tipo de células, etapa de desarrollo, y las condiciones ambientales, como puede ser la presencia de
hormonas. El proteoma es mucho mayor que el genoma, ya que casi todos los productos de los
genes son proteinas que pueden ser quimicamente modificadas de diversas maneras. Ademads, estas
proteinas no existen aisladas, sino que a menudo interactian entre si para formar complejos con
propiedades funcionales especificas. A diferencia del genoma, el proteoma no es estatico.
El conocimiento del proteoma se adquiere mediante la investigacién, la caracterizacion vy
catalogacion de proteinas. En algunos, pero no todos, los casos, este proceso se inicia por la
separacion de una proteina particular de todas las otras biomoléculas en la célula
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