TRANSCRIPCION EN PROCARIOTAS

El “dogma central” de la biologia molecular y el flujo de la informacion genética

Transcripcion Traduccion

DNA :> RNA ::> PROTEINA

Funciones del RNA
a) Material genético: puede replicarse y retrotranscribirse a DNA. Ejemplos, virus del mosaico
del tabaco y retrovirus.
b) Funcional: RNA ribosémico (rRNA), transferente (tRNA) y otros. No se traducen y
constituyen productos finales de la expresion génica; regulatoria y catalisis.
c) Informativa: RNA mensajero (mRNA). Se traduce a proteinas.

Moléculas de RNA en E.coli

Tipo Cantidad relativa (%) Coeficiente de Masa (kDa) Numero de
sedimentacion (S) nucle6tidos
RNA ribosémico 80 23 12x10° 3700
(rRNA) 16 0.55x 10° 1700
5 3.6x 10' 120
RNA de 15 4 2.5x 10’ 75
transferencia (tRNA)
RNA mensajero 5 Heterogéneo
(mRNA)

COMPARACION ENTRE REPLICACION Y TRANSCRIPCION

SIMILITUDES

FENOMENO PROCESIVO

POLARIDAD 5°— 3’

SE UTILIZA COMO MOLDE UNA CADENA DE DNA
COMPLEMENTARIDAD DE BASES

DIFERENCIAS
REPLICACION TRANSCRIPCION
ADN POLIMERASA ARN POLIMERASA
dATP, dGTP, dCTP y dTTP ATP, GTP, CTP y UTP
TODO EL CROMOSOMA UNO O POCOS GENES
UNA RONDA POR CICLO VARIOS ARN POR GEN EN CADA CICLO
DOS CADENAS UNA CADENA
CON CEBADOR SIN CEBADOR
ACTIVIDAD CORRECTORA SIN ACTIVIDAD CORRECTORA




Reaccion catalizada por la RNA polimerasa

Los tres tipos de RNA celular en E.coli son sintetizados por la misma RNA
polimerasa segun las instrucciones dadas por un DNA molde.

REACCION GLOBAL

RNA polimerasa
(NMP), + NTP | > (NMP), ., + PPi

RNA RNA alargado

La RNA polimerasa de E. coli requiere los siguientes componentes para la
sintesis de RNA:

1) Un molde. Preferentemente es un DNA de doble cadena. También
puede servir como molde un DNA monocatenario.

2) Precursores activados. Se requieren los cuatro nucleosidos trifosfato;
ATP, GTP, CTP y UTP.

3) Un i6n metélico divalente. Son eficaces el magnesio y el manganeso.

La RNA polimerasa cataliza la iniciacion y la elongacion paso a paso de
las cadenas de RNA.
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Mecanismo de la reaccion catalizada por la RNA polimerasa

{rh e I B R

o —0o 3

@ O

=0



Composicion de 1a RNA polimerasa

Es un enzima con un peso molecular de unos 500 kDa formado por cinco clases de
subunidades. La composicion subunitaria del enzima completo, llamado holoenzima, es

w PP’y o.

Subunidades de la RNA polimerasa de E. coli

Subunidad | Gen Numero | Masa (kDa) Funcion

o Rpo A 2 37 Iniciacion de la cadena, interaccion con las proteinas
reguladoras y elementos promotores corriente arriba

B Rpo B 1 151 Iniciacion y elongacion de la cadena, forma enlaces
fosfodiéster

B Rpo C 1 155 Unioén al DNA

B Rpo D 1 70 Reconoce al promotor e inicia la sintesis
1 11 Desconocida

Diferentes Factores ¢ reconocen promotores con diferentes secuencias consenso

Gen | Masa (kDa) Uso Secuencia - 35 | Separacion | Secuencia - 10
rpoD |70 General TTGACAT 16-18 pb | TATAAT
rpoH | 32 Choque térmico | CCCTTGAA | 13-15pb | CCCGATNT
rpoN | 54 Nitrégeno CTGGNA 6 pb | TTGCA

fiA |28 Flagelar CTAAA 15pb | GCCGATAA

Funciones de la RNA polimerasa.

a) Localiza en el DNA los centros de iniciacion.
b) Desenrrolla un tramo corto del DNA helicoidal para producir un molde de DNA de
un solo filamento, del cual tomara instrucciones.
c) Selecciona un ribonucledsido trifosfato correcto y cataliza la formacion de un
enlace fosfodiéster.

d) Localiza las sefiales de terminacion

e) Interacciona con las proteinas activadoras y represoras que modulan la velocidad
de transcripcion.




Tecnica de “huellas dactilares” con DNasa I como herramienta para identificar los

lugares del DNA que unen proteinas especificas.

Solution of identical DNA fragments
radioactively labeled # at one end of one strand.
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Separate fragments by polyvacrylamide gel electrophoresis
and visualize radiolabeled bands on x-ray film.
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Estudios del promotor
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Promotor A3 de T7
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Consensus sequencs TTGACA TATAAT
. _ ATEGTACCACAT
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Promotor A3 de T7
- resistentes a la metilacion
- mas vulnerables a la metilacion
- * purinas metiladas que interfieren con la union

Las dos regiones conservadas estan
separadas por dos vueltas de hélice

Identificacion de los residuos G que contactan
con la RNA polimerasa en el promotor del
triptofano de E. coli

<= Corriente arriba, corriente abajo ———>

Direccion de la transcripcion
>

La RNApolimerasa de E.coli unida al DNA. Por
conveccion, el sitio de iniciacion de la transcripcion suele
anotarse +1. Los pares de bases que se extienden en la
direccion de avance de la transcripcion se dice que estan
“corriente abajo” del sitio de inicio; los que se extienden
en la direccion opuesta estan “corriente arriba”. La
subunidad 6™ se une a secuencias especificas cerca de las
posiciones -10 y -35 en el promotor. Las subunidades o se
ubican cerca del DNA en direccion corriente arriba. Las
subunidades  y B° se asocian con el sitio de inicio.




Vision general del proceso de transcripcion (Iniciacion)

La Sintesis de RNA comienza en los promotores y los acontecimientos mas importantes son:

a) Unidn a los promotores
b) Comienzo de la transcripcion
c¢) Desalojo del promotor

1 - Union inespecifica y baja afinidad de la RNA polimerasa
al DNA y migracion hacia un lugar de iniciacion.
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- Contacto DNA-Enzima desde -55 hasta -5 RINA

palymerase

- Vida media de unos 10 seg w l template

9 Formation of &
closad-promoter
comples

3 - Formacion de un “complejo promotor abierto” wlj
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5 - Comienza la sintesis de RNA con una purina (5’ — 3°)
- La mayor parte de las iniciaciones son abortivas O Feiesse of 0 as polymerase
(complejos inestables?) proceeds down the templale
- Después de la transcripcion de unos 10 nucleotidos se elimina

la subunidad 6. Queda un complejo estable y comienza la fase
de elongacion.




Fase de elongacion

BURBUJA DE TRANSCRIPCION

La fase de elongacion de la transcripcion comienza después de la
formacion de unos pocos (9-10) enlaces fosfodiéster y la eliminacion de la
subunidad o.

RNA polimerasa

Hebra

Rebobinado Hebra codificadara Desenrollamiento
m / molde :
o
Fiey \ : \

3.!

Helice hibrida .‘\

RNA-DNA Punto
de elongacion

RMA
naciente

5 ppp Desplazamiento de

la polimerasa

Modelo de una burbuja de transcripcion durante la elongacion del
transcripto de RNA. El DNA duplex se desenrolla en el extremo anterior de
la RNA polimerasa y se rebobina en su extremo posterior. La hélice hibrida
RNA-DNA gira sincronicamente.
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Se han calculado las longitudes del DNA desenrollado y del hibrido
DNA-RNA a partir de las reactividades de los complejos de transcripcion
con reactivos como el KMnQO,, que oxida las bases en los 4cidos nucleicos
de cadena simple. Mediante la técnica de la huella se determina la longitud
del DNA en contacto con el enzima. Seis o siete nucledtidos del RNA
detras del DNA hibrido estan protegidos del ataque de la ribonucleasa
mediante su unién al enzima.



Retroceso de un complejo de elongacion

Actividad RNasa intrinseca a la RNA pol. Proteinas GreA y GreB
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Fase de terminacion
A) las regiones transcritas de los moldes de DNA contienen sefales de terminacion. Una de ellas, es
una region palindromica rica en GC seguida de una region rica en AT. El RNA transcrito de ésta
secuencia es autocomplementario.
Terminaciones dependientes de p
Proteinas antiterminacioén

Senales de terminacion especializadas llamadas atenuadoras
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Senales antiterminacion

N  Proteina codificada por el fago A que impide la terminacidn de la transcripcion
NUT (N-utilization) secuencia especifica entre el promotor y el sitio de terminacion
a) Un tallo asa (horquilla) llamado caja B que interacta con N
b) Una secuencia lineal de unos 12 nucleotidos llamada caja A, que interactiia con
Nus By S 10
NUS (N-utilization substances) proteinas celulares para la utilizacion de N
a) NNUS A factor de elongacion

b) NUSB ?
c) NUS E (S 10) proteina de la subunidad pequefia del ribosoma
d) NUS G?
(a) sitio nut sitio nut
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Antiterminacion por la proteina N del fago A y proteinas celulares de E. coli. Después de
que se reconoce la caja del sitio Nut y se une a ella, la proteina N interactua con el complejo
Nus A-polimerasa. La posterior fijacion rapida de Nus B, Nus G y S 10 produce un complejo
de antiterminacion estabilizado por multiples contactos proteina-proteina. Mientras la
polimerasa se desplaza alo largo del molde de DNA alejandose del sitio Nut, de manera que
se forma un asa de RNA de tamafio cada vez mayor. El complejo impide la terminacion, y la
transcripcion prosige. Se muestra la inhibicion de la accion de terminacion del factor p
hexamérico; la antiterminacion también se produce en sitios p independientes.




INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPCION

Rifampicina. Antibidtico que inhibe la RNA polimerasa in vitro y bloquea la sintesis de
RNAr, RNAty RNAm in vivo

o-amanitina. Toxina contenida en la seta venenosa Amanita. Inhibe las RNA
polimerasas eucariotas II y III, pero predominantemente la RNA polimerasa 11

Cordicepina. Terminador de cadena de la transcripcion, el nucleodtido de la cordicepina
se incorpora a la cadena en crecimiento y esta se para, ya que carece del grupo 3’ OH a
partir del cual continuar

Actinomicina D. Se une al DNA intercalandose entre los pares de bases G-C
adyacentes y los brazos del polipéptido ciclico llenan el surco estrecho proximo.
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Modificaciones post-transcripcionales de los RNA ribosomicos y transferentes.
Procesamiento de transcritos de pre-rRNA en bacterias

-Siete copias en el genoma de E. coli. Difieren en niimero, localizacion e identidad
de los tRNA incluidos en el transcrito primario.

- (RANA

s S mﬁ*?

zzz&% i el

e
n

Pre-rRNA
teanseript || [0 [ [ ] [
(08} 16S  tRNA 23S 5S
(4S)
(a) l Methylation Bases
1 12 7 13 3
C o —
N 1 RNasa III
(b) methyl groups Cleavage 2 RNasa P
3 RNasa E
I Intermediateim .] m
178 tRNA 258 58
(© NHCI.E i l Nucl.ease Nucleasas especificas
action action

[N [ I s I

16S rRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA




Modificaciones postranscripcionales de los tRNA en bacterias
Escision y modificacion quimica

- Precursores mayores; transcriptos que poseen de uno a siete tRNA -
Endonucleasa corta por el lado 3°.
RNasa D, exonucleasa, hasta dos nucleodtidos de la secuencia CCA- 3’
3- RNasa P, genera el extremo 5’
4- RNasa D, elimina los dos nucle6tidos del extremo 3°, genera la secuencia CCA- 3’
4a- Nucleotidil transferasa anade el trinucledtido CCA al extremo 3°, si éste esta ausente
5- Modificacion enzimatica de las bases: pseudouridinas, 2 isopenteniladenosina,

o’ -metil guanosina, 4-tiouridina, etc.

1
2

@ crdonuclease

b/4 |-OH &
& g = Approximately =—j
c ] ] 170 bases
©rRMaseP— U @ rNaze D
] a removes these
@ 4 Thicwridine a two nuciectidas
G

“@ Pseudouridine

@ O°-Methylguanosine

B e Psaudouridine
@ :-lsopentenyladencsine

Maduracion del tRNA%" de E. coli

S 0
HN ‘ HN l N\> HBC\N)irN\>
02\1\]1 KN N HZN)\N N
|R1bose‘ Ribose ] Ribose

4-Thiouridine (S*U) Inosine (I) 1-Methylguanosine (mlG)
/CH3
NH-CH, CH=C 0 0 0
N CH H
N/EN\> e YT ! N HN H
H
gN N O)\N 0)\N O)\N -
L ,l H
|R1bose Ribose | ‘ Ribose ‘

N8-Isopentenyladenosine (i°A)  Ribothymidine (T)  Pseudouridine () Dihydrouridine (D)



Método de extension del cebador para localizar el extremo 5’ de un transcrito
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Preparacién del RNA que contiene
el transcrito de interés (rojo)
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Método de cartografiado con nucleasa S1 para identificar el extremo 5’ de un RNA

Caperuza 5'
\

Preparacion del RNA que contiene
el transcrito de interés (rojo)

+
I ey o
Fragmento de restricciéon con el extremo
5" marcado tras la desnaturalizacion

Paso 1 | Hibridar

&' 3’
3 peeesem——— . 5
Sélo el mMRNA de interés forma un hibrido

Paso 2 | Tratar con nucleasa S,
(especifica de cadena sencilla)

¥

[(==c]

ErE—

Desnaturalizacion
Paso 3 | sequida de

Y electroforesis en gel
junto a fragmento
de rotura de

Maxam-Gilbert
|
G AGE e C
——— rremsma E‘ 4
cErsa smesm G'
Fragmento o A
de DNA con M — 6
el extremo — |
marcado g "
A EE— — G
protegido = WA T 3
N —— ]
@ — e
Comm— A
T G
—— e
rv— asrm— G-5

Deducir dénde termina la
secuencia de la cadena de DNA
protegida (complementaria)



MAXAM - GILBERT
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FIGURE 5-3

The Maxam and Gilbert DNA-sequencing procedure. A
segment of DNA is labeled at one end with #P. The labeled
DNA is divided into four samples and each sample is
treated with a chemical that specifically destroys one or two
of the four bases in the DNA. The conditions of the
reaction are controlled so that only a few sites are nicked in
any one DNA molecule. When these nicked molecules are
treated with piperidine, the DNA backbone is broken at the
site at which the base had been destroyed. This generates a
series of labeled fragments, the lengths of which depend on
the distance of the destroyed base from the labeled end of
the molecule. For instance, if there are G residues 3, 6, and
9 bases away from the labeled end, then treatment of the
DNA strand with chemicals that cleave at G will generate
labeled fragments 2, 5, and 8 base in length. The sets of
labeled fragments obtained from each of the four reactions
are run side by side on an acrylamide gel that separates
DNA fragments according to size, and the gel is
autoradiographed. The pattern of bands on the x-ray film is
read to determine the sequence of the DINA.
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FIGURE 5-4

The Sanger DNA-sequencing procedure. (a) 2,3’
Dideoxynucleotides of each of the four bases are prepared.
These molecules can be incorporated into DNA by E. coli
DNA polymerase because they have a normal 5’
triphosphate; however, once incorporated into a growing
DNA strand, the dideoxynucleotide (ddNTP) cannot form a
phosphodiester bond with the next incoming dNTP.
Growth of that particular DNA chain stops. A Sanger
sequencing reaction consists of a DNA strand to be
sequenced, a short labeled piece of DNA (the primer) that
is complementary to the end of that strand, a carefully
controlled ratio of one particular dideoxynucleotide with its
normal deoxynucleotide, and the other three dNTPs. When
DNA polymerase is added, normal polymerization will
begin from the primer; when a ddN'TP is incorporated, the
growth of that chain will stop. If the correct ratio of
ddNTP:dNTP is chosen, a serics of labeled strands will
result, the lengths of which are dependent on the location of
a particular base relative to the end of the DNA. (b) A
DNA strand to be sequenced, along with labeled primer, is
split into four DNA polymerase reactions, each containing
one of the four ddNTPs. The resultant labeled fragments
are separated by size on an acrylamide gel, and
auroradiography is performed; the pattern of the fragments
gives the DNA sequence.





