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1. TRANSCRIPCION Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
GENETICA

La iniciacién de la transcripcidn es crucial para determinar qué genes se pueden expresar, cuando y
ddnde. Es importante descifrar la iniciacidon de la transcripcion por todas las polimerasas de RNA a

través de la identificacion del sitio de inicio para la transcripcidn.

En las células eucariontes, la regulacién del inicio de la transcripcidon ocurre a diferentes niveles:
Nivel promotor, Nivel estimulador, Nivel de la dinamica del nucleosoma, Nivel de condensacion
del cromosoma. Los primeros dos niveles son utilizados por las células procariontes. El nivel
promotor son sefiales del DNA que le indican al aparato de transcripcién cdmo debe iniciar una
transcripcién en un sitio especifico cerca del promotor. La actividad del nivel promotor puede ser
regulada por la unién de factores auxiliares en sitios disponibles y éstos a su vez se determinan por
el posicionamiento del nucleosoma dependiente de la restructuracion de la cromatina. Al
condensarse inhibe la transcripcién. El inicio transcripcional en un promotor determinado depende
de la eficiencia con la cual éste se une y organiza el complejo de iniciacién transcripcional. Todos los
organismos tienen una proteina que abarca o une directamente la polimerasa de RNA tipo | al DNA.
En células procariontes esta mediada por el factor (sigma) y en casos de la eucariontes existen
diferentes complejos de factores transcripcionales que son los encargados para el posicionamiento

de las polimerasas de RNA 1, I y [[]

Transcripcion eucariota y procariota:

El mecanismo de transcripcidn inicia cuando la polimerasa de RNA se une a la cadena molde de
DNA y reconoce la primera base para copiarse. La guanina en este sitio produce que dicha
polimerasa seleccione un CTP de la mezcla de los cuatro diferentes tipos de nucledtidos de trifosfato

existentes.

En la polimerasa ocurren cambios conformacionales, el cual permite la lectura de la siguiente base
expuesta sobre la cadena molde del DNA la cual es adenina y la presencia de esta misma induce a
que la enzima seleccione a un UTP y la formacién de un enlace fosfodiéster en el carbdn de la

posicion 3'-terminal del primer nucleétido.
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Al ocurrir esta reaccién permite eliminar un pirofosfato del UTP con liberacién de grandes
cantidades de energia necesarias para la formacion del enlace fosfodiéster. EIl complejo de
transcripcién del cual forma parte la polimerasa de RNA necesita factores de iniciacion que se unen
a secuencias especificas del DNA para reconocer el sitio donde la transcripcidn va iniciar y se

sintetice el nuevo RNA.

Las secuencias de DNA en las que se ensamblan los complejos de transcripcidn, es decir, en los
promotores (tienen secuencias de nucleétidos definidas), estos se localizan en los extremos 5'-

terminales de los genes (antes de iniciar la transcripcion).

La polimerasa de RNA se une a las secuencias promotoras que incluyen la caja TATAAT y TTGACA.
La secuencia promotora esta formada por 70 pares de bases nitrogenadas, que concuerda con el

tamarnio de la holoenzima polimerasa de RNA que es una esfera de unos 20 nm de didmetro.

La participacién de las proteinas llamadas factores o que tienen como fin guiar a la polimerasa de
RNA al promotor conveniente. La polimerasa de RNA se une a una de las caras del DNA bicatenario

y éste se enrolla en la enzima de forma similar a como lo hace con el nucleosoma.

La interaccion entre la polimerasa de RNA y el DNA se estabiliza por varios tipos de enlaces débiles
como interacciones idnicas, interacciones de van der Waals y enlaces de hidrégeno. La unién de
polimerasas de RNA a DNA se llama complejo cerrado. La burbuja de transcripcion es una abertura
de DNA desnaturalizado de 18 pares de bases, donde empieza a sintetizarse el RNA a partir del
nucleétido niimero 10 del molde de DNA en la burbuja de transcripcidn, llamado complejo abierto.
Los ribonucledtidos de trifosfato se van uniendo al molde del DNA para formar el RNA. La
subunidad o abandona el complejo de transcripcidon cuando el RNA alcanza una longitud de 10
ribonucleétidos. Una cadena de RNA se une por apareamiento de bases a la cadena de DNA, y para
que se formen correctamente los enlaces de hidrégeno que determina el siguiente nucleétido del
molde de DNA, el centro activo de esta polimerasa reconoce a los ribonucledtidos trifosfato
entrantes. Cuando el nucledtido entra, la polimerasa cataliza la formacion del enlace fosfodiéster
que corresponde. Dando la segunda etapa de la transcripcion del RNA. Al finalizar la sintesis de
RNA, esta molécula ya se ha separado por completo del DNA (recupera su forma original) y también

de la polimerasa de RNA terminando la transcripcion.
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2. SINTESIS Y DEGRADACION DE LAS PROTEINAS

La sintesis de proteinas o traduccion tiene lugar en los ribosomas del citoplasma celular. Los
aminodcidos son transportados por el RNA de transferencia (RNAt) y llevados hasta el RNA
mensajero (RNAm), donde se aparean el codén de RNAm y el anticodéon del RNAt, por
complementariedad de bases, y de esta manera se sitdan en la posicién que les corresponde. Al

terminar la sintesis de una proteina el RNAm queda libre y puede leerse de nuevo.

CARACTERISTICAS DEL RNAT:

e Lasintesis del RNAt se realiza a través de la catalisis de la polimerasa del RNA III.

e Este se encuentra disperso por todo el citoplasma; es el mas pequefio de los tres tipos de

RNA 'y su estructura tiene forma de hoja de trébol.

e Los RNAt se estructuran por alrededor de 80 nucledtidos con pesos moleculares de cerca

de 25 000 daltones.

e Todos los RNAt tienen pG en el extremo 5’ y pCpCpA en el extremo 3'. El extremo 3’ se

conoce como brazo del aminodacido o también brazo de unién al aminoacido o “aceptor”.

e Brazo del anticoddn contiene el triplete anticoddn, el cual reconoce el codén del RNAm y
se relaciona con éste por medio de formacién de puentes de hidrégeno, siguiendo las

reglas de complementariedad de las bases.

AMINOACILSINTETASA

Es la enzima que cataliza la activacion y la union del aminoacido correcto al RNAt correcto:
e Para cada aminodacido: reconocen propiedades de carga, hidrofobicidad y tamaiio.

e Para cada RNAt correspondiente: interactiian especificamente con el brazo aceptor y con

el brazo del anticodon.

e Conocen e interpretan el cédigo genético. Asi mismo, son capaces de corregir errores, pues
contienen sitios especiales de “revision”; si el aminoacido es incorrecto, se hidrolizan del

RNAt y tienen alta fidelidad. Existen 20 aminoacilsintetasas de RNAt diferentes.
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INICIACION:

Se comienza con la subunidad menor sola. IF-1 se une a la base del sitio A para forzar que

el primer fMet-RNAt entre en el sitio P. El IF-3 tiene una doble funcidn, ya que se le necesita

para estabilizar la subunidad 30S y para que el RNAm interaccione con dicha subunidad.

ELIF-2 (como otros muchos factores de traduccién) es del tipo de proteinas G que sirve para

depositar el aminoacil-RNAt (fMet-RNAt en este caso) en el ribosoma.

Los tres IF junto con el RNAm, el fMet-RNAt y la subunidad 30S forman el complejo de

INICIACION.

El RNAt iniciador que reconoce el AUG presenta modificaciones postranscripcionales

especificas; sélo puede usarse en iniciacion, y es el tinico capaz de entrar en el sitio P (no el

A) sin la subunidad mayor del ribosoma. La hidrdlisis de GTP y la interaccién con la

subunidad 50S permiten la liberacion de los tres factores de iniciacion.

ELONGACION:

El crecimiento de la cadena polipeptidica en el ribosoma es un proceso ciclico que se
repite tantas veces como aminoacidos se incorporen. Cada ciclo consta de cuatro pasos:
ubicacién del nuevo RNAtaa - verificacidon o correcciéon del aminodcido introducido,
formaciéon del enlace peptidico y translocacién. Los sitios E y A cooperan

negativamente, puesto que nunca se encuentran ocupados a la vez.

El RNAt aminoacilado se dirige al sitio A con el factor de elongacion EF-Tu (EF-1A), que,
al igual que IF-2, lleva GTP. Cuando el aminoacil RNAt se aloja en el sitio A, el GTP se

hidroliza y se libera EF-Tu/GDP.

Correccién Para dejar el RNAtaa en su sitio, EF-Tu tiene que hidrolizar el GTP. Esto es
un proceso relativamente lento y que da tiempo a verificar el apareamiento codén-
anticodon. El GTP se hidroliza y se libera EF-Tu/ GDP, ya que esta molécula ha

cambiado su conformacidn y ahora no presenta afinidad por el RNAtaa sino por el GDP.

Si el apareamiento coddn-anticoddn es incorrecto, el aminoacil-RNAt se rechaza y
queda de nuevo libre el sitio A para aceptar el aminoacil-RNAt correcto. Cuanto mas

tarde EF-Tu en hidrolizar el GTP, menos errores se cometen en la traduccion.
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TRANSPEPTIDACION:

La cadena polipeptidica enganchada al RNAt del sitio P se transfiere sobre el
aminodcido transportado por el RNAt del sitio A. Esta transferencia la cataliza el sitio
peptidiltransferasa de la subunidad 50S. Concretamente, el RNAr 23S alojado en este
sitio catalitico es quien realiza la funcién catalitica fundamental, actuando como

ribozima.

El sitio peptidiltransferasa también impide que la cadena naciente se hidrolice del RNAt

al que va unida, evitando la terminacién prematura.
TRANSLOCACION:

El RNAt descargado del sitio P se transfiere al E, y el RNAt que tiene el péptido en el
sitio A pasa al P. El desplazamiento hace que el ribosoma avance tres nucleétidos por
el RNAm. Ambas subunidades del ribosoma no se trasladan simultdaneamente, sino que
en primer lugar avanza la subunidad mayor y luego la menor. Para que esto ocurra se
necesita el factor EF-G (EF-2) que también lleva un GTP unido que se consume con el

movimiento.

Tras la translocacidn, la cooperacion negativa entre E y A hace que no pueda entrar otro
RNAtaa nuevo en A hasta que el que hay en E no ha salido. En este momento, se ha
completado el ciclo, con la diferencia de que ahora la cadena polipeptidica ha crecido

en un residuo y el ribosoma esta desplazado tres nucleétidos en el RNAm.
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3. TRAFICO INTRACELULAR DE LAS PROTEINAS

El trafico intracelular de proteinas es un proceso esencial para la célula, que asegura que las
proteinas recién sintetizadas lleguen a su destino correcto dentro o fuera de la célula. Este
mecanismo incluye varias etapas clave:

Sintesis y traslocacidn al reticulo endoplasmico (ER): Las proteinas se sintetizan en los
ribosomas y, si tienen una secuencia sefial especifica, son dirigidas al ER. Este proceso puede
ser co-traduccional, es decir, ocurre mientras la proteina se esta formando.

Modificaciones en el aparato de Golgi: Las proteinas pasan del ER al aparato de Golgi, donde
se procesan y se les ainaden modificaciones como la glicosilacion. Esto ayuda a determinar su
funcidn y destino final.

Transporte vesicular: Las proteinas son empaquetadas en vesiculas que las transportan hacia
diferentes destinos, como la membrana celular, los lisosomas o el exterior de la célula.

Destino especifico: Dependiendo de las sefiales en la proteina, estas pueden ser dirigidas al

nucleo, mitocondrias, peroxisomas, cloroplastos (en células vegetales) o permanecer en el
citoplasma.

POSIBLES DESTINOS INTRACELULARES DE UNA PROTEINA

Transporte a través
de poros

1

: Transporte a través
1
: de membranas
1
1
1

: PROTEINA
Nucleo celular <+— Peroxisomas

3 ; Cloroplastos
Permanencia en el citosol

Mitocondrias

Golgi
Lisosomas ‘/

_________________________

Vesiculas de secrecion

Ruta secretora T T
-

Transporte vesicular Secrecion Secrecion constitutiva
regulada Fusion con la m.p.
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Propiedades de las secuencias senal que indican
el destino intracelular de una proteina (1)

Sefales conservadas entre los distintos organismos

Reticulo endoplasmatico
Localizacion de la seial en la proteina: N-terminal
Eliminacion de la senal tras entrar en el organulo: si

Naturaleza de la sefal: “Nicleo” de 6 — 12 a.a hidrofébicos, generalmente
precedido de 1 0 mas ao. basicos

Nucleo
Localizacién de la seiial en la proteina: interna
Eliminacion de la sefial tras entrar en el organulo: no

Naturaleza de la sefal: 1 grupo de 5 ca basicos, o dos grupos mas pequefios
de o.a basicos, separados por =10 residuos

Propiedades de las secuencias sefal que indican
el destino intracelular de una proteina (1)

Peroxisoma
Localizacion de la senal en la proteina: C-terminal
Eliminacion de la sefial tras entrar en el organulo: no

Naturaleza de la sefal: generalmente Ser-Lys-Leu en el extremo C-terminal)

Mitocondria
Localizacién de la sefial en la proteina: N-terminal
Eliminacion de la sefal tras entrar en el organulo: si

Naturaleza de la sefial: 3 — 5 residuos de Arg o Lys no consecutivos,
generalmente en combinacion con Ser y Thr; sin residuos acidos (Asp, Glu)
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Propiedades de las secuencias sefal que indican
el destino intracelular de una proteina (Ill)

Cloroplasto
Localizacion de la senal en la proteina: N-terminal
Eliminacion de la senal tras entrar en el organulo: si

Naturaleza de la senal: No hay motivos comunes en las secuencia sefial
Generalmente, sefales ricas en Ser, Thry a.a hidrofdbicos pequefios; pobre en
oa acidos (Asp & Glu)

En el caso de las mitocondrias y los plastos, las secuencias senal
anteriormente mencionadas dirigen hacia la matriz mitocondrial 6 hacia el
estroma del plasto. Otra serie de senales dirigen las proteinas hacia otros
compartimentos de dichos organulos

Traslocacion al ER (ll)

Péptido senal N-terminal
Secuencia consenso = Prediccion Bioinformatica

Caracteristicas del péptido sefal

- 20 o.a. de longitud

- residuo basico cerca del N-terminal

- nucleo hidrofébico de 10-15 aa: Ala, Leu, Val, lle, Phe

- punto de corte N-terminal con un a.o. pequefio y neutro (Ala)
- se elimina por las peptidasas de la senal

Secuencia sefal interna (ej. ovoalbimina)

Proinsulina humana

Met-Ala-Leu-Trp-Met-Arg-Leu-Leu-Pro-Leu-Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-Leu-Trp-
Gly-Pro-Asp-Pro-Ala-Ala-Ala -- [ROTURA DEL PEPTIDO SENAL] --Phe-Val
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TRASLOCACION AL ER (1)

ER rugoso (RER): ribosomas unidos a la membrana del ER

La traslocacion al ER es un proceso co-traduccional

3 tipos de proteinas

Proteinas de secrecion — fosfatasa alcalina, insulina ...

Proteinas lisosdmicas — hidrolasas acidas

Proteinas integrales de membrana — lipoproteinas, receptores de membrana

Proteinas del reticulo endoplasmico, Golgi etc

Mecanismo de traslocacion al ER (1)

1. Union SRP # péptido senal

SRP = Particula de reconocimiento de la sefial (signal recognition particle)
Ribonucleoproteina: 7SL RNA (300nt) = genes Alu + 6 polipéptidos distintos

Se une a la secuencia sefial de una proteina que sobresale de un ribosoma
(durante la traduccion del mMRNA)

El proceso de elongacién de la traduccién se hace mas lento

- se evita un plegamiento prematuro de la proteina
2. Elcomplejo ribosoma # SRP difunde hacia la membrana del ER

3. SRP se une al receptar de SRP
Receptor de la SRP
Proteina de anclaje situada en la membrana del ER

Heterodimero (o - 68 KDa y B - 30 KDa) que une GTP-GDP (subunidad «)

- ________________________________________________________________________________________|
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TRANSPORTE DE PROTEINAS AL APARATO DE GOLGI (1)

Recibe los productos del ER en vesiculas de transporte 6 transferencia
(50-100 nm de diametro)

2 funciones principales del aparato de Golgi

Modificacion y glicosilacion de proteinas

- modificacion de N-glicosilaciones

- O-gdlicosilacion = Glicosilacion terminal (vs. glicosilacion intema en el ER)

Clasificacion y distribucién de proteinas: lisosomas
vesiculas de secrecidn constitutiva
vesiculas de secrecion regulada
granulos de secrecion

membrana plasmatica

Mecanismo de transporte vesicular en el aparato de Golgi

1. Formacion de un revestimiento sobre la membrana donadora

coatomeros: proteinas de revestimiento

2. Unidén de ARF-GTP
ARF = ADP ribosylation factor

3. Aumento de la curvatura de la membrana y formacion de una vesicula

4. Llegada a la membrana de destino

ARF hidroliza GTP - GDP v los coatémeros se desprenden

5. Fusion de las dos membranas

Especificidad en la fusion
Interaccion entre SNAPs y SNAREs (receptores de SNAPS)

Interaccion entre v-SNARE (vesicula) y t-SNARE (membrana diana)

-» Formacién de una particula de fusién por reconocimiento de receptores

- ________________________________________________________________________________________|
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RECICLAJE DE PROTEINAS AL ER

Proteinas residentes en el ER

Secuencia KDEL en el extremo C-terminal

Senal de recuperacion

1. Cuando las proteinas del ER llegan al Golgi (pH = 5), la secuencia KDEL es

reconocida por unos receptores de membrana
2. Los complejos proteina # receptor se incorporan a las vesiculas de reciclaje
3. Las vesiculas de reciclaje realizan el transporte inverso: Golgi 2 ER

- Las proteinas con secuencia KDEL son devueltas al ER

4. Enel ER (pH =7), las proteinas se separan del receptor, quedando libres

en el lumen del ER

TRANSPORTE DE PROTEINAS AL INTERIOR MITOCONDRIAL (1)

La mayoria de las proteinas mitocondriales
- estan codificadas por el DNA nuclear
- se sintetizan en el citosol

- han de ser transportadas al interior mitocondrial

4 destinos mitocondriales

- membrana mitocondrial externa (m.m.e)
- espacio intermembrana

- membrana mitocondrial interna (m.m.i.)

- matriz mitocondrial

- ________________________________________________________________________________________|
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Transporte de proteinas al interior mitocondrial (lI)

Secuencias sefial 6 presecuencias

- envio de una proteina a la matriz mitocondrial
- 35 v en el extremo N-terminal

- rica en Q*, Sery Thr

- estructura en o-hélice anfipatica 6 f-lamina residuos basicos y los

hidroxilados en una cara, y los hidrofébicos en la otra

- similares a las secuencias de localizacion en bacterias

Mecanismo de transporte de proteinas al interior mitocondrial (1)

Transporte postraduccional que no necesita ningun factor citosélico

1. La proteina es sintetizada en el citosol y se une a unachaperona HSP70
- mantenimiento de la proteina en estado desplegado

2. La proteina HSP70 transfiere la cadena polipeptidica a un receptor para la
importacion en la m.m.e.

3. El receptor + precursor se traslada a un punto de contacto entre las dos
membranas (m.m.e y m.m.i)

4. Conducto multiproteico que permite la traslocacién de la proteina a la matriz

TOM enlam.m.e y TIM en la m.m.i.

Necesidad de aporte £ para este proceso
- hidrélisis de ATP

- potencial de membrana = gradiente electroquimico (A¥Y)

- ________________________________________________________________________________________|
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TRANSPORTE DE PROTEINAS A LOS PEROXISOMAS

Funciones de los peroxisomas
- detoxificacién

- organulo donde tienen lugar las dos primeras etapas de la sintesis de
plasmaldgenos

- p-oxidacion de los acidos grasos > C18

- sintesis de sales biliares

Los peroxisomas carecen de DNA = necesitan importar todas las

proteinas a su interior
Secuencia sefial SKF o SKL

- C-terminal

- no se elimina cuando la proteina llega al peroxisoma

TRANSPORTE DE PROTEINAS AL NUCLEO CELULAR

Todas las proteinas nucleares son sintetizadas en el citosol por los ribosomas

Paso al nucleo a través del Complejo de Poro Nuclear
- 9 nm de didametro
- estructura muy compleja

- formada por nucleoporinas

El complejo de poro nuclear es una barrera selectiva

- permite el paso de proteinas pequefias (< 15 Kda, p.ej. histonas) por
difusion pasiva

- bloquea al paso de proteinas grandes = transporte activo y selectivo

- se permite el paso de proteinas completamente plegadas

- ________________________________________________________________________________________|
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Transporte de proteinas a través del complejo de poro nuclear (l)

Secuencia sefal NLS (nuclear localization signal)

- secuencia de localizacién interna

- permite el paso de proteinas grandes y acelera el de las pequefias
- rica en ao basicos

- no se elimina tras pasar la proteina al nucleo

Mecanismo de transporte

1. La secuencia NLS es reconocida por receptores de exporte y de importe
Receptores de importe: a- y p-importinas
Receptores de exporte: exportinas

2. Unién a las nucleoporinas del poro y paso a través del poro nuclear

Transporte dependiente de GTP

Ran = GTPasa que dirige el transporte nuclear

- ________________________________________________________________________________________|
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