Termination sequence
Inverted Inverted
repeat 1 repeat 2
TTA TCGCCCG ACTAAATACGGGCGATTTTTT [3‘

57
DNA
3 [aAT AGCGGGCTGATTTAT cecccacTINYVYVY// 5

Spacer sequence Polyadenine
sequence

o Intrinsic termination sequences contain inverted
repeats separated by a spacer sequence and followed
by a polyadenine sequence. l

5 ][TTATCGCCCGACTAA

3’]1AATAGCGGGCTGATV

287
S feaacaalio
A A

e Transcription of the template strand forms mRNA.

mRNA 5' [/ [UbAucaeccceY

6 Inverted repeat sequences
in the transcript fold into a
complementary stem
separated by a single-
stranded loop.
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s )&

() Hydrogen bonds between
A-U base pairs break,
releasing the transcript and
terminating transcription.
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TRANSCRIPCION




Objetivos

Conocer la funcidn, estructura, localizacion e importancia de los diferentes tipos de
ARN que existen.

Conocer la estructura y funcion de las diferentes partes del gen.

Describir el mecanismo de transcripcion del ADN que resulta en la formacion del ARN y
las peculiaridades de este mecanismo en Bacteria, Eukarya y Archaea.

Conocer los procesos de modificacion post-transcripcion del ARN y la contribucion de
éstos a su funcionalidad.

Elaborar explicaciones de como se puede afectar la transcripcion en situaciones
particulares.



Introduccion

La existencia del acido ribonucleico, ARN, se conocia desde el descubrimiento del ADN.

Ambas moléculas poseen una composicion quimica similar pero su localizacion en las
células, particularmente en las eucariotas, es diferente. El ADN es abundante en el
nucleo y el ARN es abundante en el citoplasma.

La similitud en la composicion, junto a la diferencia en la localizacion, sugeria que el
ARN podia estar involucrado en la sintesis de proteinas.



Componentes y estructuras de los nucledtidos monofosfatos del ARN
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Sintesis y estructura
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Identificacion del ARN mensajero

A finales de los 1950s, se utilizaron experimentos con nucleétidos marcados
radiactivamente para seguir el rastro del ARN recién sintetizado en las células.

En una linea de estudio se monitored la transcripcion en bacterias, inmediatamente
después de la infeccion de un bacteriéfago y se encontré que el ARN tenia una vida
relativamente corta en la célula.

En otra linea de estudio se utilizé uracilo marcado en células eucariotas. Se observo que
la radiactividad se concentraba inicialmente en el nucleo y posteriormente se
desplazaba hacia el citoplasma donde se disipaba después de poco tiempo.

Se concluyo que el ARN se sintetizaba en el nucleo y transportaba la informacion al
citoplasma para la sintesis de proteinas.



Brenner, Jacob y Meselson identificaron una forma inestable de ARN como el
mensajero genético.

Ellos encontraron que en E. coli infectadas, el bacteriofago T2 usaba los ribosomas
bacterianos y una molécula mensajera para codificar las proteinas del fago.

El ARN que dirigia la sintesis de las proteinas del fago se formaba y se degradaba
rapidamente. Esta molécula fue llamada ARN mensajero.



Clasificacion del ARN

El ARN mensajero (mRNA) es producido a partir de genes que codifican para proteinas
y es un intermediario, de vida corta, entre el ADN vy la proteina.

Es el unico tipo de ARN que pasa por la traduccion.

La transcripcion del mMRNA es a menudo seguida por un proceso de modificacion post-
transcripcional.



ARNs funcionales

Los ARNs funcionales no codifican para proteinas, en su lugar desempenan un rol
funcional en las células.

Los ARNs de transferencia (tRNAs) son codificados en muchas formas y son
responsables por la union, transportacion y deposicion de un aminoacido para ser
incorporado en una cadena de proteina en formacion.

El ARN ribosomal (rRNA) se combina con numerosas proteinas para formar los
ribosomas.



El ARN nuclear pequeno (snRNA), existen varios tipos, se encuentran en el nucleo y
desempenan un rol en el procesamiento del mRNA.

El Micro ARN (miRNA) y el ARN pequeno de interferencia (siRNA) estan activos en las
células de plantas y animales, y estan involucrados en la regulacion post-transcripcional

del mRNA.

Algunos ARNSs en las células eucariotas tienen actividad catalitica y son llamados
ribozimas.



La transcripcion

La transcripcion es la sintesis de una molécula de una sola hebra de ARN por |la ARN
polimerasa.

La polimerasa usa una hebra de ADN como plantilla para ensamblar una hebra
complementaria y antiparalela de ribonucleétidos.

La hebra de ADN codificadora es complementaria a la hebra que funciona como
plantilla.



Estructura de un gen

Un gen contiene varios segmentos con funciones distintas.

El promotor esta inmediatamente en la zona de inicio de la transcripcion “upstream”
(57) y es referido como el nucledtido +1. Su funcidon es controlar el acceso de la
polimerasa al gen.

La region codificadora del gen es la porcion que contiene la informacion necesaria para
sintetizar el producto proteico.

La regidn de terminacion del gen regula el final de la transcripcion. Este segmento se
encuentra “downstream” (3°) inmediatamente después de la regidon codificadora.



Diagrama general de la estructura de un gen
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Pasos esenciales de la transcripcion en E. coli

1. Reconocimiento del promotor.

2. Iniciacion de la transcripcion.

3. Alargamiento de la hebra (cadena).

4. Terminacion de la hebra (cadena).



Composicion de la ARN polimerasa

La ARN polimerasa bacteriana esta compuesta por una enzima central (core enzyme)
pentamérica que se une a una sexta subunidad [lamada subunidad sigma (o).

La enzima central esta compuesta por dos subunidades o, dos subunidades 3y una
subunidad o.

La enzima central puede transcribir el ARN a partir del ADN pero no puede unirse al
promotor o iniciar la sintesis de ARN sin |la subunidad .

Varios tipos de subunidades sigma, llamadas subunidades sigma alternativas, son
producidas. Estas alteran la conformacion de la enzima central de maneras ligeramente
distintas para facilitar la asociacion con regiones promotoras diferentes.



La ARN polimerasa
central, junto a una
subunidad sigma (o)
forma una holoenzima
completamente activa.
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Promotores de la transcripcion

Un promotor es una secuencia de ADN que actua como sitio de union para la ARN
polimerasa y otras proteinas asociadas a la transcripcion.

El promotor esta situado a corta distancia, a unos poco nucledtidos de +1, de Ia
secuencia codificadora.

La ARN polimerasa es “atraida” a los promotores por la presencia de secuencias de
consenso.



Secuencias de consenso en el promotor

Las secuencias de consenso estan escritas en una sola hebra, en direccién 5°- 3".

En la posicion -10 esta la secuencia de consenso -10 o Pribnow box, 5°-TATAAT-3".
En la posicion -35 esta la secuencia de consenso -35, 5'-TTGACA-3".

La polimerasa se une a las secuencias -10 y -35 y ocupa el espacio entre y alrededor de
ellas.



Estructura de un gen y detalles del promotor en bacterias
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Iniciacion de la transcripcion

Primero, la holoenzima se une de manera relajada a la secuencia promotora y después
se une fuertemente para formar el complejo promotor cerrado.

A continuacion la holoenzima desenrolla cerca de 18 bp de ADN alrededor de la
posicion -10 para formar el complejo promotor abierto.

Posteriormente la holoenzima avanza “downstream” para iniciar la sintesis de ARN en el
sitio +1.

La secuencia varia considerablemente entre promotores, la presencia de sitios sigma
alternativos permite la union de la holoenzima a los mismos.



Table 8.2  Escherichia coli RNA Polymerase Sigma Subunits

Subunit Molecular Weight (Daltons) Consensus Sequence Function
—35 -10
o*® 28 TAAA GCCGATAA Flagellar synthesis and chemotaxis
o 32 CTTGAA CCCCATTA Heat shock genes
o 54 CTGGPyAPyPu TTGCA Nitrogen metabolism
0’0 70 TTGACA TATAAT Housekeeping genes



Transcripcion en bacterias
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Alargamiento de la transcripcion

La polimerasa inicia la sintesis de ARN el sitio +1.

La holoenzima permanece intacta hasta que se han unido los primeros 8-10 nucledtidos
y, en este punto, la subunidad sigma se desasocia de la enzima central.

El ADN es desenrollado por delante de la polimerasa para mantener una apertura de
alrededor de 18 bp. La doble hélice se reconstituye detras de la ARN polimerasa.



Transcripcion en bacterias (cont.)

e RNA polymerase holoenzyme initiates transcription and
begins RNA synthesis. The sigma subunit dissociates
shortly after transcription initiation, and the core enzyme
continues transcription.

Coding 5’ m
Template 3’

=35 -10

O The core enzyme synthesizes until it encounters the termination
sequence. As RNA synthesis progresses, the DNA duplex unwinds
to allow the template strand to direct RNA assembly. The duplex
closes following synthesis.

Coding 5’ m
Template 3’

Start site
' Termination
+1 Transcription sequence

Ve YN

\ B :

RNA
Start site
. Termination
+1 Transcription sequence

Vo NN

__________

. wowe . SOEIDE



Terminacion de la transcripcion

Cuando la transcripcion del gen es completada, el extremo 3°del ARN se separa de la
enzima central.

Posteriormente |la polimerasa se desasocia del ADN.

Una segunda ronda de transcripcion comienza poco tiempo después de haber
terminado la primera.



Transcripcion en bacterias (cont.)

6 Transcription terminates at the termination Start site
sequence, and the core enzyme and RNA v
transcript are released. +1

Coding 5’ DR
Y 'll;

Template 3’
5 J.LLUJJJ.U.’.LLUJ.LLLLLLIAMMLLUJJ.LU.LLLLUJ.L 3

RNA transcript

Termination

sequence

—

3l
5'



Mecanismos de terminacion de la transcripcion

La secuencia de terminacion del ADN indica la terminacion de la transcripcion.
Usualmente esta secuencia es altamente repetitiva.

La terminacion intrinseca, es un mecanismo que solo depende de la presencia de
elementos repetitivos que inducen la estructura secundaria necesaria para la
terminacion.

La terminacion dependiente de rho, requiere una secuencia de terminacion distinta y
la intervencion de la proteina rho.



Terminacion intrinseca

La mayoria de las terminaciones en bacteria ocurren por esta via. La secuencia de
terminacion incluye un conjunto invertido de unidades repetidas, seguido por un
segmento de adeninas.

El mRNA con el conjunto invertido forma una estructura en lazo conocida como
horquilla de pelo (hairpin).

La horquilla, seguida por una seria de Us, provoca que la ARN polimerasa se ponga
lenta y se desestabilice.

La inestabilidad causada por la lentitud de |a polimerasa y los pares U-A inducen que la
enzima libere el transcripto y se separe del ADN.



Terminacion intrinseca

Termination sequence
Inverted Inverted
repeat 1 repeat 2

TTATCGCCCGACTAAATA CGGGCGATTTTTT /‘3'

3 _“AAT AGCGGGCTGATTTAT GCCCGCT_ U_S'

Spacer sequence Polyadenine
sequence

0 Intrinsic termination sequences contain inverted
repeats separated by a spacer sequence and followed
by a polyadenine sequence. l
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Terminacion dependiente de rho

Algunas bacterias requieren que la proteina rho se una al mMRNA vy catalice su
separacion de la ARN polimerasa.

En este caso, las secuencias de terminacion no tienen un segmento rico en uracilos, en
su lugar tiene un sitio de utilizacion de rho (rut site), un fragmento de
aproximadamente 50 nucledtidos rico en citosinas.

La proteina rho posee dos dominios funcionales y esta compuesta por seis polipéptidos

idénticos. Es activada por la union de ATP a uno de sus dominios, facilitando la union al
sitio de utilizacion.

Una vez unida, la proteina se mueve a lo largo del transcripto y cataliza |la ruptura de los

enlaces de hidrogeno entre el mMRNA y la plantilla de ADN, lo que activa |la separacion
de la polimerasa.



La transcripcion en Eukarya y Archaea

En Bacteria y Archaea existe una sola ARN polimerasa pero en bacterias, la polimerasa
tiene diferentes subunidades sigma.

En Eukarya existen multiples ARN polimerasas que transcriben diferentes genes.

La ARN polimerasa usada para transcribir la mayoria de los genes en eucariotas y la ARN
polimerasa de arquea poseen una estructura comun que diverge de la ARN polimerasa
de bacterias.

La transcripcion en eucariotas y arquea es mas compleja que en bacteria. Las
secuencias de consenso en los promotores y el complejo iniciacion son mas complejos
gue en bacterias.



Transcripcion en eucariotas

Los genes en eucariotas poseen intrones y exones, y requieren un procesamiento
particular para remover los intrones.

En eucariotas el ADN esta asociado con proteinas para formar la cromatina. La
composicion de la cromatina asociada a un gen afecta su transcripcion.

La cromatina desempena un rol importante en la regulacion de los genes en eucariotas.



ARN polimerasas en eucariotas
ARN polimerasa | (RNA pol I) transcribe tres genes de rRNA.

ARN polimerasa Il (RNA pol Il) transcribe genes que codifican para proteinas (mRNA) y
para la mayoria de los genes asociados con los snRNA.

ARN polimerasa Ill (RNA pol lll) transcribe tRNA, un tipo de snRNA y un tipo de rRNA.

RNA pol Il y RNA pol lll transcriben miRNA y siRNA.



Table 8.3 RNA Polymerase Composition

Bacteria Archaea Eukarya
Saccaromyces

Sulfolobus cerevisiae

Escherichia coli solfataricus (RNA pol I1)

5 subunits 10 subunits 12 subunits

Homologous proteins:

B’ RpoA'/A" Rpb1

B RpoB Rpb2

al RpoD Rpb3

w RpoK Rpb6

all RpoL Rpb11

Additional proteins:
RpoE, RpoF, Rpb4, Rpb5,
RpoH, Rpb7, Rpbs,
RpoN and Rpb9, Rpb10,
RpoP Rpb12



Elementos promotores en eucariota

La secuencia de consenso del promotor mas comun en eucariotas se conoce como TATA
box, o Goldgerg-Hogness box. Esta localizada aproximadamente en la posicion -25 vy la
secuencia es 5°-TATAAA-3".

Una CAAT box se encuentra, a menudo, cerca de la posicion -80.

Una GC-rich box (consenso 5-GGGCGG-3") esta localizada en -90 o hacia adelante
“upstream”.

Los promotores en eucariota exhiben un alto grado de variabilidad en tipo, nimeroy
localizacion de las secuencias de consenso. TATA box es mas comun mientras que CAAT
box y GC-rich box son mas variables.



Secuencias de consenso en los elementos promotores en eucariotas

GC-rich box CAAT box TATA box
5’ GGGCGG CAAT TATAAA 3’
aNA 3’ CCCGCC GTTA ATATTT 5’

-90 —-80 —25 +1
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Reconocimiento del promotor

RNA pol Il reconoce y se une a las secuencias promotoras en eucariotas con la ayuda de
proteinas llamadas factores de transcripcion (TFs).

Los TFs se unen a secuencias reguladoras e interactuan directamente, o indirectamente,
con la polimerasa. Los que interactiuan con RNA pol Il son llamados factores TFlI .

TATA box es el sitio principal de union durante el reconocimiento del promotor.

En TATA box, una proteina que contiene |la proteina de union a TATA (TBP) y
subunidades de una proteina llamada factor de asociacion a TBP (TAF), se une a la
secuencia TATA box.



Reconocimiento del promotor

TFIID unido a TATA box forma el complejo de compromiso inicial (initial committed
complex).

A continuacion TFIIA, TFIIB, TFIIF y RNA pol Il se unen al complejo para formar el
complejo de iniciacion minimo (minimal initiation complex).

Al complejo de iniciacion minimo se unen TFIIE y TFIIH para formar el complejo de
preiniciacion (preinitiation complex PIC).

El complejo de iniciacion completo contiene multiples proteinas comunmente llamadas
factores generales de transcripcion. Este dirige a RNA pol Il a la posicion +1 donde
comienza el ensamblaje del mRNA.



Seis factores de transcripcion se unen a la region promotora y preparan
el escenario para la transcripcion por la ARN polimerasa Il en eucariotas

£) TAF and TBP form TFIID and bind the TATA box.
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Potenciadores y silenciadores

En ocasiones los promotores no son suficientes por si mismos para iniciar la
transcripcion en eucariotas y se precisa la intervencion de secuencias reguladoras de
ADN que promueven la expresion diferencial de los genes.

Estas secuencias reguladoras son conocidas como secuencias potenciadoras y
silenciadoras.

Las secuencias potenciadoras incrementan la expresion de determinados genes.

Las secuencias silenciadoras son elementos de ADN que actuan a distancia para
reprimir la expresion de determinados genes.



Los potenciadores en conjuncidn con los promotores activan la transcripcion

Enhancer
-y P— 5’

3!

\ | \
\ ' /
\ f\ /1 Activator proteins
\ “"‘\ / |
Protein P £ j . .
— - | D Coactivator proteins
“— bridge !/ \/\/ P
. ,RNA polymerase Il
Transcription
+1) start
3’
- 5'

DNA bend TATA
(dozens to box
thousands of |

base pairs) Complete initiation complex




Secuencias promotoras de consenso
para la iniciacidn de la transcripcion por
RNA pol |
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Promotores de la ARN pol Il

La ARN pol Il principalmente transcribe tRNA pero también puede transcribir rRNA'y
otros genes que codifican para RNA.

Los ARN nucleares pequenos (snRNA) tienen tres elementos “upstream”, mientras que
el 5S rRNA y los tRNA tienen dos elementos promotores internos.

Los elementos promotores internos estan “downstream”, después de +1.



Promotores de la ARN pol lll para los shRNA
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Promotores de la ARN pol Il para los 55 rRNA y los tRNA
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Funcion de los elementos promotores
internos

El factor de transcripcion TFIIIA se une a box B
o box C lo que facilita la unién del TFIIIC a box
A. Posteriormente TFIIIB se une a los otros
factores de transcripcion y finalmente la ARN
polimerasa se une al complejo y solapa
nucledtido +1 para iniciar la transcripcion.
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Terminacion de la transcripcion en la ARN pol lll y la ARN pol |
Cada ARN polimerasa en eucariotas tiene un mecanismo de terminacion diferente.

La ARN pol Il transcribe una secuencia terminal que produce una cadena de uracilos en

el transcripto lo que provoca inestabilidad y la terminacion del proceso. En este caso no
se forma la estructura de lazo.

La ARN pol | termina en una secuencia de consenso, de 17 bp, a la que se une el factor
de terminacion de la transcripcion 1 (TTF1).



Transcripcion en Archaea

Aungue Archaea y Bacteria poseen similitudes estructurales, la transcripcion ocurre de
manera diferente en cada grupo.

La “maquinaria” representa una version simplificada y ancestralmente relacionada con
lo que sucede en Eukarya en la ARN pol Il.

En arquea, tres proteinas homaologas a los factores de transcripcion en eucariotas

identifican dos regiones promotoras de consenso para facilitar la union de la polimerasa
e iniciar la transcripcion.



Procesamiento post-transcripcional de la molécula de ARN
Los transcriptos en eucariotas son mas estables que en bacterias y arqueas.

En eucariotas la transcripcion y la traduccion son procesos separados en el espacioy en
el tiempo.

A diferencia de los genes en bacterias y arqueas, los genes en eucariotas poseen
intrones (i.e., secuencias que no codifican para un producto proteico y no son
traducidas).



Procesamiento post-transcripcional de la molécula de ARN

En eucariotas, el “gen” mRNA en el inicio es llamado pre-mRNA y cuando ha sido
completamente procesado se lama mRNA maduro. Las modificaciones al pre-mRNA
incluyen:

1. 5"capping (iencaperuzamiento!).
2. 3’polyadenylation (poliadenilacion).

3. Intron splicing (corte y empalme de intrones).



5° capping del mRNA
La adicion de guanina al extremo 5°del mRNA se conoce como 5 capping.

Después que los primeros 20 a 30 nucledétidos del mMRNA se han ensamblado, la guanilil
transferasa anade una guanina al extremo 5°del pre-mRNA.

Adicionalmente la enzima metila la guanina recién anadida y también puede metilar los
nucleodtidos adyacentes en el transcripto.



El 5" capping del pre-mRNA ocurre en tres pasos:

1. La guanilil transferasa remueve el y fosfato del extremo 5" del pre-mRNA y deja dos
fosfatos en el extremo.

2. La guanina que va a ser anadida pierde dos fosfatos y se convierte en guanina
monofosfato.

3. La guanilil transferasa une la guanina monofosfato al extremo 5°del pre-mRNA
mediante un ligamiento de trifosfato 5-a- 5. La metilacion ocurre con la intervencion

de la metil transferasa.



El 5" capping del mRNA ocurre en tres pasos:
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Funciones de la caperuza 5°

1. Proteccion del mRNA para que no experimente una degradacion rapida.
2. Facilitar el transporte del mRNA fuera del nucleo.
3. Facilitar el proceso de corte y empalme de los intrones.

4. Potenciar la eficiencia de la traduccion mediante la orientacion del ribosoma
respecto al mRNA.



La poliadenilacion 3'de pre-mRNA

La poliadenilacion se asocia con la terminacion de la transcripcion.

Consiste en la modificacion del extremo 3 por la accion de una enzima que remueve
una seccion del pre-mRNA y la remplaza con un segmento de adeninas.

La poliadenilacion ocurre en 5 pasos:

1. Elfactor de especificidad para ruptura y poliadenilacion (CPSF) se une cerca de |la
secuencia sefal para poliadenilacion 5'-AAUAAA-3 que esta después del codon de

terminacion.

 Inmediatamente después, se produce la union del factor de estimulaciéon de la ruptura (CStF) a una
region rica en uracilo ubicada después de la secuencia senal. Otros dos factores de ruptura (CFly
CFIl) y la Poliadenilato polimerasa (PAP) también se unen.



Pasos de la poliadenilacion (cont.)

2. Ruptura del pre-mRNA después de 15 o 30 de la secuencia senal de poliadenilacion. .

3. La ruptura libera un framento de mRNA que permanece unido a CFl, CFll y CstF, el
cual es posteriormente degradado.

4. El extremo 3” del pre-mRNA cortado pasa por la adicion de 20 a 200 adeninas a partir
de la accion del CPSF y la poliadenilato polimerasa (PAP).

5. Después de la adicion de las primeras 10 adeninas, moléculas de la proteina poly-A-
binding (PABII) se unen a la cola de adenina e incrementan al tasa de adicion de este
nucledtido.



La poliadenilacion
3’de pre-mRNA

Polypeptide-colding sequence

Polyadenylation

signal sequence Cleavage site

]
pre-mRNA 5 Bl 5’ UTR AUG. 1k UAA 3' UTR AAUAAA  U-rich region [/ [13'
Start Stop ' : !
codon codon 15-30 nucleotides
€) Cleavage and polyadenylation
complex assembles.
Y
5' EE— p— y fn

©) Pre-mRNA cleaved, leaving

€) 3’ fragment degraded

PAP at 3’ end. in the nucleus.
¥ CPSF
5' p— 1/ fr—
b CPSF
5’ N TE— 1 im—

©) PABII molecules bind to increase
rate of polyadenylation.

5 . E— /L
Consensus
Polypeptide-colding sequence sequlence Poly-IA tail
[ | | | [ |
pre-mRNA 5' BBl 5' UTR I UAA 3’ UTR AAUAAA AAA/[AAA(20-200) 3
Start Stop
codon codon



Funciones de la poliadenilacion 3’

1. Proteccion del mRNA para que no experimente una degradacion rapida.
2. Facilitar el transporte del mRNA fuera del nucleo.

3. Potenciar la eficiencia de la traduccion permitiendo el reconocimiento del mRNA por
el ribosoma.

* Algunos transcriptos en eucariotas (e.g., los que codifican para las histonas) no
experimentan modificacion post-transcripcional.



Poliadenilacion y terminacion de la transcripcion: modelo del torpedo

La poliadenilacion y la terminacion de la transcripcion estan conectadas por la actividad
de una ARNasa especializada.

Después del corte en 3’y la poliadenilacion, el transcripto residual (no cubierto)
permanece unido a la RNA pol Il.

La ARNasa especializada rapidamente digiere el transcripto residual.

La RNAase se encuentra con RNA pol Il y activa la terminacion de la transcripcion con la
liberacion del ADN por RNA pol Il.



Poliadenilacion y terminacion de la transcripcion: modelo del torpedo

©
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Remocidn de intrones mediante el mecanismo de corte y empalme del pre-mRNA
(pre-mRNA intron splicing)

La union entre intrones y exones esta senalizada por la presencia de secuencias
especificas y cortas.

El 5”splice site esta en el extremo 5°del intron y contiene una secuencia de consenso
con el dinucledtido GU en la posicion 5'mas extrema.

El 3”splice site esta en el extremo opuesto del intréon y contiene una secuencia de
consenso de 11 nucledtidos con una region rica en pirimidina y la combinacion AG en |a
posicion 3'mas extrema.



El sitio de ramificacion

Existe una tercera region de consenso llamada sitio de ramificacion (branch site) situada
“upstream” de 20 a 40 nucledtidos del 37splice site.

Es una region rica en pirimidinas y contiene de forma invariable una adenina, llamada
adenina del punto de ramificacion (branch point adenine), cerca del extremo 3".

Los analisis con mutantes han demostrado que las tres secuencias de consenso son
requeridas para que el splicing sea preciso.



Regiones de consenso, en el intrdn, relacionadas con el splicing

5’ splice Branch 3’ splice
site site site
Exon 1 ' Intron 1, l | | | Exon 2
5"/ [4AGGU*%AGU PvPvPvPvPvPvNCI‘-\GG PyYNCAGG " /[13’
snRNP U1 binds 5’ splice site, Branch point\20_4o
and U2 binds branch site. adenine nucleotides

il'

< U1 ' U2 ..
5'4//—GU A AG/L3



Splicing (corte y empalme)

Los intrones son removidos del pre-mRNA por un complejo de snRNA-proteinas
llamado splicesome. Estda compuesto de multiples snRNA (U1 a U6).

Primero del 5’splice site es cortado y el RNA forma una estructura de lariat cuando el
extremo 5°del intrén se pliega hacia la adenina del punto de ramificacion.

A continuacion el 3 splice site es cortado y los extremos de los exones son unidos.



Splicing (corte y empalme)
del pre-mRNA
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Acoplamiento entre la transcripcion y el procesamiento del pre-mRNA: modelo de la
magquina para la expresion genética

£) Atthe initiation of transcription the ) Spliceosome complexes affiliate with RNA

carboxyl terminal domain (CTD) of pre-mRNA with the aid of SF polymerase Il

RNA polymerase |l affiliates with R i proteins. Intron splicing takes place 5’ , \ v i

capping (CAP), polyadenylation (pA), OO g asn’;':‘\ pol continues elongation of 3 o e 5
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Un gen, varios productos: los transcriptos alternativos

Es comun en eucariotas con grandes genomas, producir proteinas en un numero mayor
gue el nimero de genes en el genoma.

Por ejemplo, en humanos las células producen cerca de 100 000 polipéptidos pero
contienen aproximadamente 22 000 genes.

Existen tres mecanismos asociados a la transcripcion que pueden explicar este hecho.



Procesamiento alternativo de los pre-mRNA

1. Se producen diferentes patrones de modificacion del pre-mRNA en diferentes tipos
de células.

2. La presencia de promotores alternativos pueden iniciar la transcripcion en diferentes
sitios +1, en diferentes tipos de células.

3. La poliadenilacion puede tener ubicaciones alternativas y producir diferentes tipos de
MRNA maduros.



Corte y empalme (splicing) alternativos

El procesamiento alternativo de transcriptos idénticos en diferentes células produce
MRNAs con diferentes combinaciones de exones vy, por lo tanto, diferentes polipéptidos.

Se plantea que aproximadamente 70% de los genes humanos pasa por el
procesamiento alternativo.

El proceso es menos comun en otros animales y es raro en plantas.



(a) Translation produces
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Procesamiento alternativo (cont.)

El uso de promotores alternativos puede ocurrir cuando mas de una secuencia con
ubicacion “upstream” respecto al gen, puede iniciar la transcripcion.

La poliadenilacidn alternativa requiere |la presencia de mas de una senal de
poliadenilacion en el gen.

Ambos procesos estan controlados por la expresion variable de proteinas reguladoras
en tipos celulares especificos.



Procesamiento alternativo
del pre-mRNA asociado al
gen a-tropomyosin en ratas
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Control del corte y empalme alternativo

El corte y empalme alternativo esta completamente controlado en los tipos diferentes
de células.

Los potenciadores exdnicos e intronicos del corte y empalme (ESE, ISE) atraen
proteinas ricas en serina y arginina, llamadas proteinas SR, que dirigen la actividad del
splicesome.

Los silenciadores exdnicos e intronicos del corte y empalme (ESS, ISS) atraen proteinas
represoras que limitan el corte y empalme mediante el blogueo de la actividad del
splicesome.



| SR protein binding to ESEs facilitates recognition \
of 5" and 3’ intron splice sites.
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Auto-corte y empalme (self-splicing) de intrones

Los ARNs pueden contener intrones que catalizan su propia remocion. Hay tres
categorias de estos intrones: grupo |, Il y Ill.

El grupo | fue descubierto en 1981. Esta compuesto por grandes ribosimas que catalizan

su propia escision de algunos mMRNAs en eucariotas complejos y de precursores tRNA 'y
rRNA en bacterias, eucariotas simples y plantas.

El self-splicing de intrones se ejecuta mediante dos reacciones de transesterificacion
gue escinden el intron y ligan los extremos de los exones.



Auto-corte y empalme (self-splicing)
de intrones

€) Exon-intron base pairing. The G-binding site nucleotide attacks
the UpA bond, bonding to the adenine and cleaving exon A.

G-binding site
™\ OH

Exon A

5 — CUCUCU pA
[T 111 3

Q GAGAG

Intron

©) The 3’ end of exon A attacks the G.U bond at the
intron-exon junction.
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Procesamiento del ARN ribosomal

Los rRNAs son transcritos como moléculas precursoras grandes que son fragmentadas
en moléculas pequenas por la remocion de secuencias espaciadoras localizadas entre
los genes rRNA.

Después del procesamiento, los rRNAs se pliegan formando estructuras secundarias
complejas y se unen a proteinas formar las subunidades del ribosoma.

Algunas modificaciones quimicas ocurren después que la transcripcion del rRNA se ha
completado (e.g., metilacion).



Procesamiento del
ARN ribosomal y de
transferencia
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Procesamiento del ARN de transferencia

El procesamiento de los tRNAs es diferente en bacterias y eucariotas. Todos los tRNAs
tienen una estructura y funcion similar a pesar de tener secuencias de nucledtidos
diferentes.

Algunos tRNAs bacterianos son producidos simultaneamente con rRNAs, mientras que
otros son producidos como parte de un gran pre-tRNA que después es escindido en
moléculas de tRNA individuales.

En eucariotas cada tRNA es transcrito de forma individual.
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La cantidad de tRNAs diferentes varia con los organismos.

La mayoria produce entre 30y 40 tRNAs, menos de 61, debido a una relajacion del
principio de pareo entre bases complementarias en el tercer nucleétido del codon.

Algunos eucariotas si producen los 61 tipos posibles de tRNA, uno para cada codon.



Procesamiento de los tRNA en bacterias
Los tRNAs en bacterias requieren ser procesados antes de que sean funcionales:

1. Muchos tRNAs son escindidos de un precursor grande para producir varias moléculas
individuales.

2. Los nucledtidos son cortados en ambos extremos de la molécula (57y 3).
3. Algunos nucleodtidos son modificados quimicamente.

4. Los tRNAs se pliegan en una estructura tridimensional precisa, con |la presencia de
porciones de doble hebra y lazos de una sola hebra.

5. Los tRNAs pasan por una adicion de bases post-transcripcional, comunmente se
anaden CCA al extremo 3.



EDICION POST-TRANSCRIPCIONAL
(adicion de bases) del RNA mediante
la intervencion del ARN guia (gRNA)

54 AAAAGGCTTTAA

3’ Coding strand
DNA

5’ Template strand

Transcription

!

mRNA 5’ AAAAGGCUUUAA 3

Pairing with guide RNA

Single-stranded guide RNA pairs with a portion of messenger RNA.
Note adenine nucleotides in unpaired loops.

mRNA 5’ AAA AGG CUUUAA 3’
gRNA 3’ UUUUCC GAAAUU 5’
A A (A A
A A

RNA editing

!

Nuclease enzyme cuts mRNA, and RNA polymerase uses upaired
adenines of guide RNA to add uracils to mRNA.

mRNA 5’ AAAUUUAGGUUUUCUUUAA 3"
gRNA UUUAAAUCCAAAAGAAAUU 5’

Release of edited mRNA

!

RNA-edited mature mRNA contains uracil nucleotides not encoded by DNA.

mRNA 5’ AAAUUUAGGUUUUCUUUAA 3’




EDICION POST-TRANSCRIPCIONAL ™™ 3/ /i il st o g et po

(sustitucion de bases) del
transcripto para el gen

5] [T T TTIT T 00 TN [CAAT T T ITAA/[3
LIy leTT) Il L IATT /[ 5
Transc|ription
l Stop codon

pre-mana QI -y

apolipoproteina B en humanos

RNA processing
in liver cells

Matrs 50l CAA [ UAA[YYII

Translation

Polypeptide -{] ] JJJUUULLLUUUJUULLLLLLLU

4563 amino acids

Normal pre-mRNA process |
yields protein with 4563
amino acids.

Mature | CAA | UAAIVVIL

RNA editing (C-U)
in intestinal cells

Mature

mRNA IWVNAAA,3

Translation

Polypeptide —{J LD

2152 amino acids

RNA editing changes C to U in codon
2153, creating a new stop codon.
Translation stops after synthesizing a
protein containing 2152 amino acids.
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