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RESUMEN

El DNA es la biomolécula que almacena toda la informacién génica y por lo tanto es capaz
de controlar todos los procesos celulares. Sin embargo, el DNA soélo es una parte de la
arquitectura de los seres vivos; ya que el RNA y las proteinas también juegan papeles
igual de indispensables. La interrelacion entre estos tres tipos de biomoléculas llevo a la
constitucion del “Dogma Central de la Biologia Molecular”. El Dogma Central es una serie
de eventos ordenados que conllevan a la produccidon de una proteina en especifico,
siguiendo direcciones especificas, para la transferencia de informacion genética; este
incluye la replicacion del DNA que indica que éste es su propia plantilla para su
duplicacion, es decir, generar mas copias de ese mismo DNA, la transcripcién es la
sintesis de RNA a partir de una plantilla base de DNA y de manera semejante la sintesis
de proteinas es dirigida por una plantilla de RNA, proceso al cual se le denominé
traduccion. El objetivo de este trabajo fue realizar una revision bibliografica de las etapas
que involucra el Dogma Central de la Biologia Molecular comparando estos eventos entre
organismos eucariontes contra organismos procariontes mediante el uso de bases de
datos bioinformaticas que permitan la actualizacion sobre este tema. Asi se observé que
las tres etapas son muy diferentes entre organismos e involucran diferentes factores,
proteinas o etapas que ayudan a llevar a cabo los procesos del Dogma Central,
encontrandose también diferencias significativas entre los mecanismos regulatorios de

cada organismo y su importancia.
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Acido glutamico

Glicina

Elementos ricos en GU
Guanililtransferasa

Factores generales de transcripcion
Histona

Virus de la hepatitis C

Histona desacetilasa

Holoenzima

Células derivadas de cancer cervicouterino
Histidina

Histidina tri-aminoacido

RNA heterogéneo nuclear
Ribonucleoproteina heterogénea nuclear
Histona tipo nucledtido

Factor de choque térmico

RNA telomerasa madura humana
Proteina tipo histona

Proteina HU

Dominio interno

Factor de iniciacion

Regidn intergénica

Factor de integracion

Isoleucina

Importina 3

Elemento de iniciaciéon

Elementos de respuesta a hierro

Sitios internos de entrada al ribosoma
Factores trans de IRES

Lisina

Potasio

Lisina acetil-transferasa

Kilobases



kDa Kilodaltons

KMT Lisina metil-transferasa

Larp1 Proteina relacionada a La

Leu Leucina

LH Histona linker/de unién

IncRNA RNA no codificante largo

LTR Repetidos largos terminales

m7G Capuchon

m7GDP Guanina metilada en posicion de la amina 7 (N7) fosfatada
Mb Megabase

Mcm Complejo de mantenimiento de mini-cromosoma
mCRD Region determinante de codificacion

Met Metionina

Mg*? Magnesio

miRNA micro RNA

mm Micrémetros

mRNA RNA mensajero

mRNP Complejos proteicos asociados a mRNA
mtDNA DNA mitocondrial

mTSS Multiple sitio de inicio de la transcripcién

Na* Sodio

ncRNA RNA no codificante

NES Senal de exportaciéon nuclear

NF90 Factor nuclear 90

NFR Region libre de nucleosoma

NGD Via sin sentido de degradacién

NLS Senal de localizacién nuclear

nm Nandmetros

NMD Via de degradacion mediada sin sentido

NNS Complejo de proteinas Nrd1 — Nab3 — Sen1
NPC Complejos de poro nuclear

NRL Longitud de repetidos nucleosémicos

NSD Via de degradacion sin codon de paro

nt Nucleétido

NTD Dominio amino terminal

ORC Complejo de reconocimiento del sitio de origen
ORC Complejo de reconocimiento del sitio de origen
ORF Marco abierto de lectura

oriC Complejo de reconocimiento del sitio de inicio
p Brazo corto

P Sitio de revisién del marco de lectura

P/Pro Prolina

P185 Células derivadas de mastocitos de raton

p97/VCP Proteina



PABP
Paf1
PAP
pb
PBS
PCNA
PHAX
Phe
PHP
PIC
piRNA
PK

Pol
post-TC
PPT
pre-30SIC
pre-mRNP
PRMT
PTB
p-TEFb
PTM

q
R/Arg
RAN
RBP
RBS
RecA
RF
RFC
RL1
RNA
RNAP
RNasa
RNP
rNTP
RO

RP
RPA
RPB
RPL
RPS
RRF
rRNA
RSV

Proteina de union a cola Poli-A

Factor 1 asociado al complejo RNA Pol
Poli-A polimerasa

Pares de bases

Sitio de unioén al primer/cebador
Antigeno nuclear de proliferacion celular
Adaptador fosforilado para exportar RNA
Fenilalanina

Fosfatasa polimerasa e histidinol
Complejo pre-iniciacion

RNA asociado a Piwi

Pseudo-grupo

Polimerasa

Complejo post-terminacién

Polipurina de tracto corto

Complejo pre-iniciacidon en procariontes

Pre-complejos proteicos asociados a mRNA

Arginina metil-transferasa
Proteina de union al tracto polipirimidina

Factor positivo b en la elongacidn de transcripcion

Modificaciones postraduccionales
Brazo largo

Arginina

GTPasa

Proteina de unién a RNA

Sitio de unién al ribosoma
Recombinasa A

Factor de terminacion

Factor del complejo de replicacion
Inhibidor de RNasa L1

Acido ribonucleico

RNA polimerasa procarionte
Enzima que degrada RNA
Proteinas ribonucleares
Ribonucledtido trifosfato
Origenes de replicacion
Proteinas ribosomales

Proteina de replicacion A
Subunidades de RNA polimerasa B
Proteinas ribosomales grandes
Proteinas ribosomales pequefias
Factor de reciclaje del ribosoma
RNA ribosémico

Virus del sarcoma de Rous



RT Retrotanscriptasa

S Svedverg

S/Ser Serina

SAGA Spt — Ada — Gcenb acetil transferasa
SAM S-adenosil metionina

SAXS Técnica: Dispersion de rayos X
S-CDK Cinasa dependiente de ciclina de la fase S
scRNA RNA pequefio condicional

SD Secuencia Shine-Dalgarno

SHARP Proteina

Sid2,3,7 Factor de iniciacion

SMN Proteina se supervivencia

snoRNA RNA pequeno nucleolar

SNP Factor

snRNA RNA pequefio nuclear

SPN1 Snurportina |

SSB Proteina de union a ssDNA

ssDNA DNA de cadena sencilla

STE Elementos de término Stem

SUMO Modificador pequenio tipo ubiquitina
Swi Factor

T Timina

T/Thr Treonina

TAF Factores asociados a TBB

TAND Dominio N-terminal de TAF1

TBP Proteina de unién a TATA

TC Complejo ternario / complejo de terminacion
TEM Microscopia de transmision electrénica
TERT Telomerasa con actividad transcriptasa reversa
TFIIA Factor de transcripcion IIA

TFIIB Factor de transcripcion 11B

TFIIB Factor de transcripcién 11B

TFIID Factor de transcripcion IID

TFIIE Factor de transcripcion IIE

TFIIF Factor de transcripcion IIF

TFIIH Factor de transcripcién IIH

TFIIJ Factor de transcripcion [1J

TFIIS Factor de transcripcion 11S

TIP Plataforma de inicio de la transcripcion
TOP Tracto oligopirimidina terminal

TPasa Trifosfatasa

TR Radio de movimiento

tRNA RNA de transferencia

Trp Triptéfano



TSS

TTP

TTP

TTT

Tus

TYU

U

U2AF
USE
UsnRNP/snRNP
UTR
UTRAPA
Val
VCX-A
VIH

VSV

Sitio de inicio de la transcripcion
Fosfatasa HuR-tiamina

Tristetrapolina

Sitio de terminacion de la transcripcién
Proteina de termino

Timina pseudouridina-citosina

Uracilo

Factor auxiliar U2

Elemento rico en U
Ribonucleoproteinas pequefias nucleares ricas en uridina
Regiones sin traducir

Poliadenilacion alternativa de las regiones sin traducir
Valina

Cromosoma variable X

Virus de inmunodeficiencia humana
Virus de estomatitis vesicular

Hélice con alas

Exportina 1

Tirosina

Letra griega alfa

Letra griegabeta

Letra griega gamma

Letra griega delta

Letra griega épsilon

Letra griega omega

Letra griega tau

Letra griega chi

Letra griega sigma

Letra griega zeta

Letra griega psi

Proteina de union a elF4E

Complejo de iniciacion en procariontes



1. INTRODUCCION

Por su funcion de almacenamiento de la informacion genética, el DNA podria ser
considerado como la biomolécula mas importante de los sistemas bioldgicos. El DNA fue
descubierto por Friedrich Miescher en 1869, quimicamente es un acido nucleico que
consta de 4 bases organicas nitrogenadas, un azucar pentosa y un grupo fosfato
(Mathews et.al, 2013).

El DNA es la biomolécula que almacena toda la informacion génica y por lo tanto es capaz
de controlar todos los procesos celulares. Sin embargo, el DNA soélo es una parte de la
arquitectura de los seres vivos ya que el RNA y las proteinas juegan papeles igual de
importantes (Mathews et.al, 2013; Devlin, 2006). Por cual la interrelacion entre estos tres
tipos de biomoléculas llevo a la constitucion del “Dogma Central de la Biologia Molecular”

(Figura 1).

Los procesos celulares involucrados en la transferencia y transmisién de la informacion
genética en la célula constituyen la materia de estudio de la biologia molecular. La
biologia molecular puede ser definida como una disciplina que se ocupa del estudio de la
vida a nivel molecular, la cual esta fundamentada en el Dogma Central; éste establece el
flujo de la informacion genética en la célula involucrando los tres tipos de biomoléculas

mas importantes (DNA — RNA — Proteina) (Navarro, Sandoval y Armendariz, 2008).

Figura 1. Esquema clasico del Dogma Central de la Biologia Molecular (Modificada de Watson,
2008).

Como se muestra en la figura 1, el Dogma Central es una serie de eventos ordenados que
conllevan a la producciéon de una proteina en especifico. Asi, las flechas de la figura
indican las direcciones que se siguen para la transferencia de informacién genética. La
flecha circular que rodea al DNA indica que éste es su propia plantilla para su duplicacion,
es decir, generar mas copias de ese mismo DNA. La flecha entre DNA y RNA indica que
la sintesis de RNA proviene de una plantilla base de DNA, proceso al cual se le denomino
transcripcién; y de manera semejante, la sintesis de proteinas es dirigida por una plantilla

de RNA, proceso al cual se le denominé traduccién. Cabe resaltar, que las flechas




aparecen como unidireccionales, es decir, que las secuencias del RNA nunca se
determinan por plantillas de proteinas, ni que el DNA pudiera formarse a partir de RNA.
Sin embargo, actualmente se sabe que el RNA puede replicarse por si mismo y generar

una transcripcion inversa para generar DNA.

Las proteinas, son parte esencial de la estructura y bioquimica de una célula, y su
secuencia esta determinada por la secuencia del DNA, ya que éste dirige su sintesis. Sin
embargo, la informacion no puede fluir directamente DNA — proteina, se necesita del

RNA como intermediario y transporte de la informacion.



2. JUSTIFICACION

Se eligi6 como tema de investigacion el Dogma Central de la Biologia Molecular puesto
que es un tépico que se imparte en materias de la carrera de Bioquimica Diagndstica y
que le da un enfoque de aplicacion futura, ya que al comprender y analizar los
mecanismos de transmisién, expresién y control del material genético se podran entender,
interpretar y utilizar de manera satisfactoria tecnologias actuales de manipulacion
genética; comparandose entre organismos eucariontes con procariontes. Ademas de que
al tener una recopilacién de la informacion en una sola fuente se podra comprender mejor
el tema con un enfoque actualizado y servird como material documental de apoyo para los
alumnos de la FES Cuautitldn o cualquier persona interesada en el area de la Biologia
Molecular.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Realizar una revisién bibliografica de las etapas que involucra el Dogma Central de la
Biologia Molecular (replicacion, transcripcion y traduccion) y comparar como se lleva a
cabo cada uno de estos eventos entre organismos eucariontes contra organismos
procariontes mediante el uso de bases de datos bioinformaticas que permitan la

actualizacion sobre este tema.
3.2 Objetivos Particulares

e Abarcar el Dogma Central de la Biologia Molecular y discutir sobre las nuevas
actualizaciones que presenta.

e Explicar y comparar la replicacion del DNA entre organismos eucariontes vy
procariontes.

e Profundizar y extender la transcripcion del DNA en organismos eucariontes, para
realizar una discusion comparativa contra organismos procariontes.

e Describir y contrastar la traduccion del RNA entre organismos eucariontes y

procariontes.



4. METODOLOGIA

La metodologia de investigacion consiste en hacer una busqueda bibliografica exhaustiva
sobre las actualizaciones que hay en el Dogma Central de la Biologia Molecular y las
diferencias que existen entre organismos eucariontes y procariontes, para asi recuperar,
recopilar y redactar la informacion, donde se evalle y seleccione de acuerdo a los

objetivos planteados.

Lectura y analisis
articulos

Redactar tema

Recopilar y redactar
informacion actual sobre:

Haciendo comparacién Haciendo comparacién ~ Haciendo comparacion
entre organismos entre organismos entre organismos

Eucariontes Eucariontes Eucariontes

Procariontes Procariontes Procariontes



5. ANTECEDENTES

En 1953, fue aceptada la hipétesis de que el DNA cromosdmico funcionaba como plantilla
para las moléculas de RNA, y con esto, se trasladaban al citoplasma en donde
determinaban la posicion de los aminoacidos que generaban una proteina. Asi, en 1956,

Francis Crick denominé a esta hipétesis como Dogma Central (Watson, 2008).

El Dogma Central de la Biologia Molecular establece que la informacion genética es
codificada por el DNA para posteriormente ser transcrita a mRNA por medio de RNA
polimerasas, y el mMRNA es traducido a proteina por los ribosomas. En una célula, el DNA
existe como molécula individual de la cual se origina la regulacién de la expresion génica
(Li y Sunney, 2011); por lo que a su vez, el DNA juega un papel esencial en la herencia y
conservacion de la informacion que contiene, y puede duplicarse para obtener mas

copias de esa informacion por medio del proceso denominado replicacion.

Inicialmente, la hipétesis de Crick sefalaba que las plantillas de RNA para la sintesis
proteica se plegaban creando cavidades en sus superficies externas; estas cavidades
adoptarian formas especificas que sélo permitieran el ajuste de un solo aminoacido, y asi
el RNA proveeria la informacioén para ordenar los aminoacidos durante la sintesis proteica
(Watson, 2008). Sin embargo, en 1955, propuso que antes de la incorporacion de las
proteinas, los aminoacidos se adhieren primero a moléculas adaptadoras especificas
(tRNA), que a su vez poseen superficies singulares que se pueden unir de modo

especifico a las bases en las plantillas de RNA (Mathews et.al, 2013; Watson, 2008).

Como se explicé brevemente, la vision clasica del Dogma Central de la Biologia Molecular
establece que la informacién genética codificada en el DNA se transcribe en casetes
transportables individuales, compuestos de mRNA; y cada uno de estos casetes contiene

la programacion para la sintesis de una proteina en particular.

Debido a que la idea general del Dogma Central sostiene que la informacion genética
normalmente fluye de DNA a RNA a proteina, como consecuencia se ha supuesto que los
genes codifican proteinas, y que las proteinas sélo cumplen factores estructurales y
cataliticos dentro de una célula. Para que el Dogma Central sea totalmente descriptivo se
requieren de moléculas pequefias, que son elementos basicos en la sintesis de proteinas
(Schreiber, 2005). Se ha supuesto que los genes son similares a las proteinas, es decir,

los genes son reposiciones de las secuencias que codifican a las proteinas, a excepcion




de aquellas secuencias que codifican para RNAs especificos infraestructurales (rRNAS,
tRNAs, snoRNAs, spliceosomal RNAs, etc.) que son directa o indirectamente requeridos
para el procesamiento y traduccion del mRNA. Teniéndose asi que existe RNA no
codificante (ncRNA) que controla la arquitectura del cromosoma, la rotacién de mRNA y el

tiempo en que se desarrolla y expresa una proteina (Mattick, 2003).




6. DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

El DNA de diferentes organismos se diferencia en el orden en que se disponen sus
nucledtidos, es decir, el orden de la secuencia que lo constituye; para esto se debe de
conocer la estructura del material genético y asi estudiar su funcionamiento, lo que

permitié establecer el Dogma Central.

El Dogma Central de la Biologia Molecular describe como la informacién genética fluye
dentro de una célula y es uno de los principios fundamentales en el area cientifica.
Entender el flujo de la informacion genética es crucial para entender procesos como

herencia, expresion fenotipica, evolucion y biologia del desarrollo (Briggs et.al., 2016).

La propuesta de Crick sefialaba que “una vez que la informacién se habia traducido a
proteina no podia regresar a su forma de acido nucleico”; es decir, él describié el dogma
como una secuencia lineal de progresion de DNA a RNA (via transcripcion) a proteina (via
traduccién), en donde la informacién no podia ser transferida de manera inversa. Esta via
secuencial unidireccional del flujo de la informaciéon genética es la base de varios
procesos biologicos como divisidon celular, cascadas de transduccién de sefales,
mantenimiento de la homeostasis tanto en organismos procariontes como eucariontes,
etc. (Briggs et.al., 2016; Koonin, 2015).

Aunque el esquema general del Dogma Central se mantiene (DNA — RNA — Proteina),
la complejidad del flujo de informacién ha aumentado debido al descubrimiento de
diversas formas de RNA con funciones particulares hasta la participacion de las
caracteristicas dinamicas del DNA, mRNA y proteinas entre célula y célula (Jafari y
Mirzaie, 2017). Pero para poder comprender este proceso, primero es necesario definir
cada etapa que involucra el Dogma, teniéndose que replicacién es el proceso mediante el
cual una molécula de DNA sintetiza 2 copias idénticas de si mismas. Mientras que la
transcripcion es el proceso por el cual la informacion contenida en una molécula de DNA
se transmite para sintetizar una molécula de RNA; como se observa en la tabla 1 existen
diferentes tipos de RNA con caracteristicas y funciones diferentes, siendo el mRNA Ila
molécula efectora para la transcripcion. Por ultimo, traduccion es el proceso que hace
posible la sintesis de una proteina en los ribosomas a partir del mensaje transcrito en el
mRNA.




Tabla 1. Tipos de RNA (Modificada de Devlin, 2006).

Tipo de Funcién Tamano Sitio de
RNA sintesis
Transferencia de informacién
ggnetlca desde el nucleo al 1000 a 10 000
mRNA citoplasma, o del gen al nt Nucleoplasma
ribosoma
Transferencia de aminoacidos
tRNA al comp!ejo le?lA-rlbg’soma y 65— 110 nt Nucleoplasma
correccion de la insercién en la
secuencia
185 - 2100 nt Nucléolo
Armazén estructural de los 200 2400 nt Nucleolo
rRNA bOSOMAS 5.85 - 158 nt Nucléolo
55-120 nt Nucleoplasma
hnRNA Algunos son precursores de  Muy variable
MRNA y otros RNA de 30S a 1005 \ucleoplasma
RNA estructurales y
snRNA reguladores de la cromatina, 100-300nt Nucleoplasma
implicado en la maduracion del
mRNA
Citosol y
ScRNA Selecmor\’ de proteinas para la 129 nt retlc’ulo.
exportacion endoplasmico
rugoso
Regulan la expresidn génica en
ncRNA eucariontes Variable Nucleoplasma
SNORNA Dirigen la codificacion de 60 — 300 nt Nucléolo

nucledsidos de otros RNA

En 1965, Jacob y Monod demostraron que la tasa de transcripcion es controlada por una
retroalimentacién en la que los niveles de la proteina transcrita regulan la actividad del
complejo transcripcional. Sin embargo, cabe mencionar que cualquier variacion fenotipica

en la secuencia o estructura de una proteina, como errores en la transcripcion,




modificaciones en la traduccién o en el RNA o mal plegamiento proteico puede afectar su
funcionalidad. A su vez, el DNA no es constante y los genes pueden ser silenciados o
transcritos en formas alternas, en variantes de splicing donde los exones pueden ser
totalmente omitidos o alternados; también las proteinas pueden llevar informacion, la
ubiquitina regula los niveles de proteina y que la modificacion postraduccional puede
cambiar la actividad de una proteina, produciendo asi proteinas carentes o de adicion de

funciones especificas (Jafari y Mirzaie, 2017; Koonin, 2012).

Es bien dicho que el Dogma Central se basa en principios de exclusién, como uno que
involucra a la traduccion, es decir, que no se puede transferir informacién de una proteina
hacia un acido nucleico (Figura 4). Este postulado no esta basado en ninguna ley fisica o
principio, y esencialmente todas las reacciones que involucran la traduccién son
reversibles. Sin embargo, no puede realizarse de tal manera porque la manera en que
estd disefiado el sistema de traduccion dificulta que ésta sea inversa; para que la
informacion fluya proteina — RNA/DNA seria necesario de reacciones elaboradas que
hasta ahora se desconocen en cualquier forma de vida; y con la degeneracion del cédigo
genético, la traduccién inversa solo podria ser un proceso estocastico que conllevaria
importantes pérdidas de informacién. Ademas, el proceso de traduccién va acompafnado
del plegamiento de la proteina sintetizada, cuando esto ocurre la proteina adquiere su
forma nativa, lo que genera que los residuos de aminoacidos mas distantes sean
aproximados en forma tridimensional impidiendo que la secuencia de aminoacidos sea
leida sin que se desnaturalice la proteina. Es decir, la célula no puede regresar al estado
lineal la secuencia de aminoacidos de una proteina para que pueda existir una traduccién
inversa (Koonin, 2012; Koonin, 2015; Crick, 1970). Pero antes de hablar sobre las
posibles traducciones inversas o no, habra que definir la propuesta inicial que presento

Francis Crick.
6.1 Propuesta inicial de Crick

A pesar que desde 1956 se hablaba sobre la existencia de un cddigo o clave que
permitiera pasar de las cuatro bases nitrogenadas en el DNA a los 20 aminoacidos
existentes en las proteinas, fue hasta 1958 cuando la hipoétesis original de Crick fue
aceptada. Esto significa la existencia de una serie de procesos donde tendria que haber
alguna molécula intermediaria en el flujo de la informacion desde el DNA a las proteinas.

Jacob y Monod en 1961, propusieron la hipétesis del mensajero; en ese mismo afo,
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Brenner y colaboradores demostraron la existencia de este intermediario al que se
denomin6 al mMRNA (Crick, 1970; Alberts et.al., 2002).

Basandose en estos trabajos, Francis Crick en 1970 plante6 la idea de un sistema
fundamental de mantenimiento y flujo de la informacién genética en los organismos vivos

que denomind Dogma Central de la Biologia Molecular (Figura 1).
Asi, la transferencia de informacién genética se podia dividir en 3 grupos:

DNA — DNA
DNA — RNA
RNA — proteina

a. Replicacion

De manera general, la replicacion del DNA inicia con la descondensacién de la cromatina,
es decir, el DNA se separa de las histonas y se une a las enzimas especificas que
intervienen para facilitar la replicacion, como girasa, topoisomerasa y helicasa que estan
involucradas en la separacion de la doble cadena de DNA. Al separarse, las cadenas
forman la horquilla de replicacién, una estructura en forma de Y; por la cual se desplazan
las enzimas que catalizan la replicacién del DNA (DNA polimerasa), esta va acompanada
de una abrazadera deslizante y el cargador de la abrazadera que facilitan su
desplazamiento a través de la cadena de DNA plantilla, asi como de una primasa, enzima
que genera el cebador que sirve como molde para la sintesis de la cadena
complementaria. Una vez sintetizada la cadena complementaria la ligasa cierra la

secuencia sintetizada (Alberts et.al., 2013; Mathews et.al., 2013).
b. Transcripcion

La transcripcién consiste en el paso de la informacién contenida en el DNA hacia el RNA,;
esta transferencia de informacion se realiza siguiendo las reglas de complementaridad de
bases nitrogenadas. En las bacterias la transcripcion y la traduccion tienen lugar en el
citoplasma bacteriano y son simultaneas. Sin embargo, en eucariontes la transcripciéon
tiene lugar en el ndcleo y la traduccidon en el citoplasma. Para este proceso son
necesarias enzimas como la RNA polimerasa que une los nucleétidos que conformaran la
nueva cadena de RNA,; factores de transcripcion, que reciben las senales celulares que

generan el inicio de la transcripcion al ser identificada la secuencia promotora, asi, la RNA
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polimerasa se adhiere a la secuencia del DNA, se abre la doble hélice y comienza la
transcripcién del gen correspondiente. El proceso termina cuando aparece la secuencia
de terminacion del gen que, al igual que el promotor es reconocida (Alberts et.al., 2013;
Mathews et.al., 2013).

La transcripcion consta de 4 etapas:
1. Iniciacion: secuencia DNA promotora reconocida por el aparato de transcripcion
2. Elongacién: cadena en formacion antiparalela
3. Terminacion: mRNA transcrito primario
4

Maduracion: pérdida de algunos nucleétidos

c. Traduccion

Al principio, se creia que las plantillas de RNA para la sintesis proteica se plegaban para
crear cavidades en superficies externas especificas para los 20 aminoacidos diferentes,
asi las cavidades adoptarian formas tales que soélo permitieran el ajuste de un solo
aminodacido durante la sintesis de proteinas. Pero, en 1955, Crick argumenté que las
bases del RNA tienen que interactuar con grupos hidrosolubles y que muchos
aminodcidos prefieren las interacciones hidréfobas, ademas de que seria muy complicado
discriminar de modo preciso la estructura quimica de aminoacidos que solo difieren de la
presencia de un grupo; entonces propuso que antes de la incorporacién a proteinas, los
aminoacidos se adhieren a moléculas adaptadoras especificas que a su vez poseen
superficies que se pueden unir de modo especifico a las bases en las plantillas de RNA.
Con esto, Zamecnik y colaboradores descubrieron que los aminoacidos se unian al tRNA
por accion de las aminoacil sintetasas; cada tRNA contiene una secuencia de bases
contiguas (anticodon) que durante la sintesis proteica se unen de manera a especifica a
grupos de bases sucesivas (codén) (Figura 2) a lo largo de las plantillas de RNA para
poder realizar la traduccion (Figura 3), y asi, es como Crick puedo completar su hipotesis
(Watson, 2008; Jafari y Mirzaie, 2017; Alberts, 2013).
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Figura 2. Estructura del tRNA. El anticodon en este tRNA reconoce el codén para un aminoacido

especifico en el mRNA transcrito (Modificada de Wiley, 2002; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Figura 3. Esquema general del mecanismo de transcripcién y traduccién. Los nucleétidos del
mRNA se organizan para formar una copia complementaria de la cadena de DNA, donde cada
grupo de 3 nucleédtidos es un codon complementario a la region anticodén de una molécula de
tRNA especifica. Cuando hay apareamiento de bases, el aminoacido se afade a la cadena

polipeptidica (Modificada de Alberts, 2013; Watson, 2008).
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Pero los descubrimientos de la transcripcion inversa, moléculas de RNA cataliticamente
activas y modificaciones postraduccionales hicieron que se refutara la idea general de
Crick y que hubiera excepciones/modificaciones al Dogma Central, teniéndose asi 5
grupos de transferencia de informacion genética.

DNA — DNA

DNA — RNA

RNA — proteina
RNA — RNA
RNA — DNA

6.2 Descubrimiento de la Transcriptasa Inversa

La modificacion del Dogma Central inicialmente propuesto por Crick fue en respuesta al
descubrimiento de la transcripcién inversa, cuando se aclaré que la informacién
transferida de RNA a DNA (Figura 4) era una parte integral del ciclo de retro-transcripcion
de elementos genéticos. Asi es como la transcripcion inversa es fundamental para la

interconversion sobre la complementariedad de bases (Koonin, 2012).

Inicialmente se proponia un sentido unidireccional en el flujo de la informacion genética,
comenzando por el DNA, seguido por el proceso de transcripcién a RNA y finalmente por
la traduccion a una proteina. Actualmente se sabe que el proceso de flujo de la
informacién genética es bidireccional, con procesos de la transcripcion inversa, fendmeno
descubierto y utilizado en retrovirus para multiplicarse en las células infectadas. El
descubrimiento de la transcriptasa inversa fue inspirado gracias al articulo original de
Crick; en 1970 Howard Temin y David Baltimore independientemente descubrieron una
DNA polimerasa dependiente de RNA a la que se le nombrd transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa. El sorprendente hallazgo de la RT cred controversia pues violaba la
principal idea del Dogma Central de la biologia molecular; exponiendo que la informacion
podria fluir de RNA a DNA, lo afiadié un peso considerable a los experimentos anteriores
de Temin y Baltimore (Coffin y Fan, 2016; Kevles, 2010).

Figura 4. Modificaciones posteriores al Dogma Central (Modificada de Koonin, 2012).
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Debido a la inestabilidad del RNA, Temin propuso que el genoma RNA del virus del
sarcoma de Rous (RSV) era convertido a un provirus DNA, sugiriendo que la replicacién
viral de RNA involucraba al DNA como intermediario. Para probar su hipotesis en los
experimentos iniciales, Temin utilizd inhibidores de la sintesis de DNA y RNA para
investigar mas directamente el mecanismo de replicacién del virus. Se encontré que la
actinomicina D se intercala en dsDNA bloqueando al DNA, pero no el RNA, sugiriendo
que la sintesis de RNA se podria bloquear de forma reversible si éste provenia de DNA,;
de manera inesperada, utilizando metotrexato (inhibidor de la sintesis de DNA al bloquear
la formacion de timidina) observé que se inhibid la infeccién temprana en el proceso, pero
no tuvo ningun efecto sobre la produccion de virus en las células asumiendo que los virus
tumorales de RNA contienen una actividad que requiere el RNA y los cuatro nucleésidos
trifosfatos para sintetizar el DNA que podia ser inhibido; y con esto acumulé datos que
muestran que el RSV es sensible a los inhibidores de la sintesis de DNA y sugiere que el
DNA, complementario al RNA gendmico del RSV, esta presente en las células

transformadas (Coffin y Fan, 2016; Shapiro, 2009; Anénimo, s.f.).

Mientras tanto Baltimore otro virdlogo que habia estado estudiando la replicacién viral,
tomando un enfoque bioquimico y buscando directamente la sintesis de RNA y DNA en
los viriones. Previamente habia aislado una enzima con actividad de RNA polimerasa
dependiente de RNA en viriones del virus de estomatitis vesicular (VSV), es decir, una
enzima que permitia copiar el RNA gendmico hacia mRNA; llegando hasta establecer el
virus de la leucemia murina Rauscher (R-MLV), a lo que demostraria independientemente

el modelo de Temin (Coffin y Fan, 2016; An6énimo, s.f.).

Fue hasta 1975 que Temin y Baltimore en colaboracion con Dubelcco recibieron el premio
Nobel por sus hallazgos en la interaccion entre retrovirus y el material genético de una
célula, por medio de la RT. Para mostrar finalmente que el DNA podria ser sintetizado a
partir de una plantilla de RNA, Baltimore y Temin pre-incubaron los viriones con RNasa; si
el RNA era realmente la plantilla entonces la degradacion de la plantilla evitaria la sintesis
de DNA por el virion, hecho que sucedié. Mientras mas tiempo trataban los viriones con
RNasa, disminuia la cantidad de DNA sintetizado, probando asi que la enzima del virion

podia catalizar la sintesis de DNA dependiente de RNA, la RT (Anénimo, s.f.).

La transcripcién inversa consiste en el flujo inverso de informacion genética desde el RNA
hasta el DNA. La RT es una enzima que emplea una plantilla de RNA para catalizar la
sintesis de DNA.
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Esta enzima muestra tres actividades enzimaticas:

I.  Sintesis de DNA usando como molde el RNA
[I.  Sintesis de DNA usando como molde DNA
lll.  Actividad de ribonucleasa H (degrada la cadena de RNA de un hibrido RNA —
DNA)

Como todas las polimerasas, la transcriptasa inversa necesita un cebador; el proceso
empieza cuando un tRNA especifico celular actia como cebador y se une al PBS, que es
la parte complementaria del RNA plantilla; el DNA complementario sintetizado se une a la
region U5 (region no codificante) y a la regiéon R, asi la RNasa H (dominio de la RT)
degrada el extremo 5' del RNA plantilla para eliminar la regiéon U5 y la region R. Esto
conduce a la formacion de un pequefio DNA monocatenario que es complementario al
segmento de RNA que esta en el extremo 3’ del RNA plantilla; este DNA hibrida al
extremo 3’ del RNA plantilla (region U3) adyacente a la secuencia poli A y la hebra de
DNA recién sintetizado se hibrida con la region R complementaria en el RNA plantilla;
gracias al segundo cebador, polipurina de tracto corto (PPT), que se encuentra cerca del
extremo 3’ del RNA plantilla y es creado por escision de la RNasa H y es utilizado para
iniciar la sintesis de DNA de cadena positiva. Posteriormente la primera hebra de DNA
complementario (cDNA) es extendida hasta que la mayoria del RNA plantilla es
degradado por la RNasa H. Por ultimo la RT termina de sintetizar la cadena de DNA
bicatenario con largas repeticiones terminales (LTRs) en cada extremo (Figura 5). En
eucariontes los tramos auto-replicantes del genoma eucariota conocidos como
retrotransposones utilizan la RT para pasar de una posicion en el genoma a otro a través
de un intermediario de RNA (Coffin y Fan, 2016; Shapiro, 2009; Shimotohno, 2011).
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Figura 5. Mecanismo de accion de la transcripcion inversa. (Modificada de Coffin y Fan, 2016)

Actualmente, esta claro que la RT es necesaria para la replicacion de varias clases de
elementos transponibles y para ciertos virus de plantas y animales. El descubrimiento de

la transcriptasa inversa remodeld6 la ciencia de la biologia molecular de muchas maneras
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permitiendo una nueva era en la investigacion del cancer, ya que con esta enzima se hizo
posible entender la genética de los virus tumorales y encontrar oncogenes usando copias
de RNA como sondas para secuencias de DNA. La RT también abrié el campo de la
biotecnologia: con esta enzima fue posible hacer DNA de todo tipo de RNA, no sélo de
RNA viral, y luego insertar genes en vectores y manipularlos. A su vez, favorecio el
descubrimiento del mecanismo de accion del VIH, al ser identificado por la actividad de
esta enzima. Ademas, cuando se acopld con la reaccion en cadena de la polimerasa,
permitié utilizar mRNA para detectar defectos genéticos en enfermedades humanas de
manera mucho mas eficiente. Inicialmente, se consideré que la RT era una enzima viral
Unica para retrovirus y para-retrovirus; posteriormente se encontré que la transcripcion
inversa era fundamental para la telomerasa celular. La telomerasa es un complejo
multiproteico responsable de mantener los extremos de los cromosomas (telémeros)
mediante la generacidén de copias en tandem de repeticiones de hexanucledtidos; siendo
los componentes clave de la telomerasa la TERT y la RNA telomerasa (Kevles, 2010;
Shapiro, 2009).
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7. ¢QUE ES EL GENOMA?

Debido a su simplicidad el Dogma Central ha sido un atractivo esquema de deduccién de
flujo de informacién genética siendo asi que los genes son el mapa de la vida.
Precisamente, el Dogma Central ha guiado investigaciones para identificar las causas de
la enfermedad y la relacion con el fenotipo, asi como construido las bases de las
herramientas de laboratorio que permitan interrogar estas causas (Franklin y Vondriska,
2011; Campbell y Reece, 2011).

El genoma es todo el DNA contenido en un organismo o en una célula. Este se puede
dividir en tres clases: genoma viral (que no es de importancia para esta revisiéon), genoma

procariota y genoma eucariota.
7.1 Genoma eucariota

Al hablar de organismos eucariontes nos encontramos con dos aspectos contradictorios la
variabilidad entre especies y dentro de una especie; asi como la constancia de los
caracteres que definen las especies, familias o grupos. Es por eso que se explica que
cada uno de los seres vivos presenta un genoma en especifico que le provee la
caracteristica de contener la informacién necesaria para construir un nuevo individuo
(Campbell y Reece, 2011; Brown, 2002; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Como se muestra en la tabla 2 no existe una correlaciéon entre el tamafio gendémico,
complejidad morfolégica y numero de genes. Por ejemplo, los genomas de salamandras y
lirios contienen mas de diez veces la cantidad de DNA que el genoma humano. Sin
embargo, estos organismos no son claramente diez veces mas complejos que los seres
humanos (Brown, 2002; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Debido a esta amplia gama de variaciones solo nos enfocaremos en el genoma del
humano. En los humanos una copia del genoma completo contiene mas de 3000 millones
de pares de bases del DNA y esta contenido en todas las células que poseen un nucleo.
El genoma humano esta formado por varios segmentos lineales de DNA los cuales se
organizan en doble hélice y corresponden a los cromosomas visibles durante la division
celular; los cuales contienen segmentos de copias Unicas (genes) y diferentes familias de
DNA repetitivos (Pray, 2008; Cooper, 2010; Campbell y Reece, 2011).
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Tabla 2. Tamafo de los genomas eucariontes y su relacion con el nimero de genes
(Modificada de Brown, 2002).

N° de genes
Organismo eucarionte DNA (pb) estimados

codificantes
Sacchharomyces 12 000 000 5 800
cerevisiae
Plasmodium falciparum 23 000 000 5300
Caernohabditis elegans 97 000 000 19 099
Arabidopis thaliana 115 000 000 25 498
Drosophila melanogaster 116 000 000 13 601
Anopheles gambiae 278 000 000 14 653
Danio rerio 1 560 000 000 20 000
Mus musculus 2 490 000 000 24 948
Rattus norvegicus 2 570 000 000 21276
Homo sapiens 3 000 000 000 30 000

Un gen es un segmento de DNA que al expresarse/codificarse da un producto funcional
que puede ser una proteina o un mRNA; asi, encontramos genes que codifican para
ribozimas (fragmentos de RNA que cortan y destruyen a otro RNA), RNA de transferencia
(tRNA) necesarios para la sintesis de proteinas, miRNA o RNA con actividad reguladora
de la expresion génica, entre otras. Principalmente, los genes estan divididos en 2
regiones: la region codificante o estructural y la regiéon promotora o reguladora. La regién
codificante o estructural es el segmento de DNA que contiene la informacién que dara
origen a una proteina y contiene a los intrones y exones (Figura 6). Por otro lado, la regién
promotora (o promotor) es un segmento de DNA localizado inmediatamente adelante o
“rio arriba” de la region codificante y que posee una funcién reguladora de la expresién
geénica, esta encargada de contener las secuencias necesarias para expresar el gen; el
promotor es el responsable de que no todos los genes se expresen en todas las células
del cuerpo. Por lo que un genoma, sera el conjunto de genes que contiene la informacion
necesaria para que una célula pueda existir y reproducirse, es decir, son todos los genes
codificantes de un organismo y otras secuencias de DNA. Asi, se llegdé a clasificar el
numero de repeticiones de las secuencias que las componen donde existen dos tipos de
secuencias: secuencias de DNA de copia unica y secuencias de DNA repetitivo. El 50% o

mas del genoma eucariota esta constituido por repeticiones de 15 segmentos de DNA,
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mientras que la proporcion de segmentos de DNA de copia Unica es muy escasa (Hardin,

Kleinsmith y Bertoni, 2015; Méndez y Gonzalez-Tizén, s.f.; Brown, 2002).

La estructura de los genomas eucariontes corresponde a la region estructural del gen que
a su vez esta dividida funcionalmente en 2 tipos de segmentos: los exones y los intrones.
Los exones e intrones se intercalan ordenadamente, y se presentan como regiones de
genes que contienen segmentos de secuencias codificantes, los exones; asi como
secuencias que no codifican para ningun producto funcional (secuencias no codificantes),
estas secuencias no codificantes son secuencias espaciadoras entre los genes
codificantes, los intrones, que interrumpen la secuencia de genes que se repiten muchas
veces en el genoma. Ambos se transcriben para producir un transcrito primario largo de
RNA, pero los intrones necesitan ser removidos para la maduracion del mRNA (Figura 6),
dejando unicamente a los exones alineados y ordenados. Este proceso se conoce como
corte y empalme o “splicing” y genera una secuencia de RNA especifica, mas corta y
madura que su contraparte de DNA. También se presentan los sitos UTR, que son sitios
que no se traducen a proteina y se encuentran en el extremo 5’ del mRNA (5" UTR), éste
se extiende desde el sitio de inicio de la transcripcion; mientras que en el extremo 3’ del
MmRNA (3’ UTR) se encuentran secuencias que regulan la eficacia de la traduccién. La
sefnal de poliadenilacién que se da en el extremo 3’ implica el reconocimiento de la sefal
en el lugar de procesamiento necesario para madurar el mRNA a traducir (Figura 6). El
sito ORF o region codificante es la secuencia de RNA comprendida entre el codén de
inicio y el codon de paro para la traduccion, teniendo los eucariotas un solo ORF
denominado monocistronico (Pray, 2008; Cooper, 2010; Méndez y Gonzalez-Tizon, s.f.;
Brown, 2002). Por otro lado la region reguladora del gen también considerada promotora
comprende la caja TATA, un sitio de union de factores de transcripcion e histonas, que
esta implicada en el proceso de transcripcion por la RNA polimerasa. Esta presenta una
secuencia del tipo 5-TATAAA-3' y se encuentra unida a la proteina TBP durante el
proceso de transcripcidon para facilitar el desenrollamiento del DNA. Y por ultimo, la caja
CAAT, una secuencia de nucleétidos con la secuencia 5'-GGNCAATCT-3' que senaliza el

sitio de union de los factores de transcripcion del RNA (Figura 6) (Yang, 2007).
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Figura 6. Esquema del gen eucariota. Secuencias codificantes y no codificantes (Modificada de
Cooper, 2010; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Hay un extraordinario grado de variacién en el tamafno del genoma entre diferentes
eucariotas que guarda poca relacion con las diferencias en la complejidad del organismo,
nivel de ploidia o numero de genes que codifican para proteinas. Estas variaciones se
deben a las secuencias de DNA no codificante repetitivo, por lo que la organizacion del
genoma se daria en DNA repetitivo y DNA de copia Unica. Dentro de las secuencias de
DNA repetitivo pueden distinguirse la categoria de no codificante (extragénico), el DNA
extragénico a su vez se divide en secuencias de DNA moderadamente repetitivo o
disperso y secuencias de DNA altamente repetitivo o agrupado, que comprenden
repetidos agrupados o en tandem y repetidos dispersos; estos ultimos comprenden la
mayor parte de la secuencia del genoma humano y su funcién es desconocida. Por otra
parte, el DNA de copia Unica presenta dos categorias, DNA codificante y no codificante;
donde el no codificante (intragénico e intergénico) presenta tres subcategorias
pseudogenes (segmentos gendmicos similares estructuralmente a los genes funcionales,
pero incapaces de generar productos génicos funcionales), fragmentos de genes e

intrones (Cuadro 1) (Pray, 2008; Méndez y Gonzalez-Tizon, s.f.; Brown, 2002).
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Cuadro 1. Genoma humano (Modificada Méndez y Gonzalez-Tizén, s.f.; Brown, 2002).

7.2 Genoma procariota

Por otro lado, la organizacién fisica del genoma procariota es diferente. Este es menor,
mas simple y denso; presenta una organizacién compacta, es decir, no tiene ningun tipo
de genes discontinuos pues hay poco espacio entre genes al no presentar intrones, existe
<11% de DNA no codificante disperso en pequenos fragmentos, y contiene informacion
adicional linear o circular en plasmidos (Figura 7). Los genes portados por los plasmidos
son Utiles, codificando propiedades tales como la resistencia a los antibidticos o la
capacidad de utilizar compuestos, pero los plasmidos parecen ser prescindibles, una
célula procariota puede existir muy eficazmente sin ellos. Por ultimo la organizacion del
material genético se da en operones, que favorecen la regulacion de genes con funciones
relacionadas (Vries, 2012; Brown, 2002; Griswold, 2008).

Figura 7. Esquema del material genético procariota. Los plasmidos son pequefias moléculas de

DNA circular que se encuentran dentro de las células procariotas (Modificada Brown, 2002)
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El genoma procariota se encuentra en la célula entera, pero confinado en una estructura
llamada nucleoide que ocupa solo una pequena fraccion del volumen celular total; siendo
este el unico “cromosoma” consistente en una molécula de DNA de manera circular
superenrollado (Figura 8), el nucleoide esta conformado por 60% DNA, 30% RNA, 5 —
10% proteinas y 1% lipidos (Vries, 2012). El tamafo del genoma procariota es pequefio,
pues no superan las 4.6 Mb, ni supera la codificacién de 4 300 genes (egj. E. coli): como se
muestra en la tabla 3, a diferencia del genoma eucariota aqui si existe una correlacion
entre el tamafio gendomico, complejidad morfolégica/bioquimica y numero de genes

codificantes para proteinas (Brown, 2002; Griswold, 2008).

Figura 8. DNA procariota (Modificada Griswold, 2008).

Tabla 3. Tamaio de los genomas procariontes y su relacion con el numero de genes
(Modificada de Brown, 2002).

N° de genes
Organismo procarionte DNA (pb) estimados
codificantes
| Buchnera species 640 681 564 |

Mycoplasma pneumoniae 816 394 677
Chlamydia pneumoniae 1230 230 1052
Helicobacter pylori 1667 867 1 566
Haemophilus influenzae 1830 138 1709
Streptococcus pneumoniae 2160 837 2094
Neisseria meningitidis 2272 351 2 250
Xilella fastidiosa 2 679 306 2766
Staphylococcus aureus 2 813 641 2 595

| Mycobacterium tuberculosis 4 411 529 3918




Los genes procariontes (Figura 9) al tener una secuencia continua se va a transcribir todo
contenido del DNA a codificar, y a diferencia de los eucariontes los procariotas poseen 2 o
mas ORF denominandose policistronico, si se varia el ORF una misma secuencia de

nucleétidos puede producir diferentes proteinas (Griswold, 2008).

Region codificante

DNA el bl Ll Lk

Promotor | Teminador

L
Regidn codificante

Regidn no codificante— . | .~ Region codificante
mRNA policistrénico @@E. L T
5! 3l
Promotor v *Teminador

e ﬁ

Multiples proteinas
Figura 9. Esquema del gen procariota. No presenta intrones, las pequefias regiones no

codificantes son debido a los multiples ORF que generan diversas proteinas, es el cambio de

marco de lectura (Modificada de Komaba, 2010).

Quizas debido a las restricciones de espacio de empaquetar muchos genes esenciales en
un solo cromosoma, los organismos procariotas pueden ser altamente eficientes en
términos de organizacién genémica. Ademas, a diferencia de los cromosomas eucariotas,
una caracteristica no presente en estos son los operones policistrénicos; los operones son
rasgos caracteristicos de los genomas procariotas. Un operdon es un grupo de genes que
estan situados adyacentes entre si en el genoma, es decir, mas de una regién codificante
unidos a un solo promotor con sélo uno o dos nucleétidos entre el final de un gen y el
comienzo del siguiente. Todos los genes en un operdon se expresan como una sola
unidad. Un ejemplo tipico es el operdn de lactosa de E. coli, el primer operén que se
descubrid en 1961 por Jacob y Monod; éste contiene tres genes (B — galactosidasa, B —
galactosidasa permeasa y B — galactosidasa transacetilasa) implicados en la conversién
del disacarido lactosa en sus unidades de monosacarido (Figura 10). Los monosacaridos
son sustratos para la via glicolitica generadora de energia, por lo que la funcién de los
genes en el operon de lactosa es convertir la lactosa en una forma que puede ser utilizada
como fuente de energia por la bacteria. La lactosa no es un componente comun del
ambiente natural de E. coli, asi que la mayor parte del tiempo el operén no se expresa y

las enzimas para la utilizacién de la lactosa no son hechas por la bacteria; pero cuando la
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lactosa esta disponible, se activa el operdn expresandose los tres genes juntos, dando
como resultado la sintesis coordinada de las enzimas que utilizan lactosa. La funcién
principal de los operones es la regulacion génica en procariontes (Griswold, 2008; Brown
2002).

Figura 10. Operén lac de E. coli (Modificada de Griswold, 2008; Brown 2002).

Tanto en procariontes como eucariontes las variaciones genéticas, mutaciones,
incluyendo roturas cromosomicas y reordenamientos en el material genético, ocurren al
azar; y se veran reflejadas en el grado de expresion de los elementos codificados,
haciendo que los genes se expresen con diferente eficiencia (Figura 11) ademas de que
seran variables en su grado de afeccién al transcriptoma. El transcriptoma es el conjunto
de genes que se estan expresando en un momento determinado en una célula, es decir,
la expresion de un gen supone que éste ha sido transcrito a mRNA maduro (eliminacién
de intrones en el caso de eucariontes), por lo tanto va a dar un producto final proteico. Por
lo mismo, células de un mismo organismo y con un mismo genoma pueden llegar a ser
tipos celulares muy diferentes dependiendo de la combinacion de genes que exprese
cada una, lo que seria, depender de su transcriptoma. Ademas de los diferentes genes
activos en un momento dado, que generan un conjunto particular de mRNA, también se
transcribe DNA que no es traducido a proteina, generando un RNA no codificante; éste,
tiene un importante papel regulador sobre la expresion de genes (Genome Research
Limited, 2016; Wilkins, 2012).
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Figura 11. Genes que se expresan en diferente eficiencia (Modificada de Wilkins, 2012).

En el pasado, se creia que el genoma era estatico a través de la vida de un organismo v,
ademas era invariable entre el tipo de célula y el individuo; que los cambios que ocurren
en las células somaticas no se podian heredar; y que la informacién necesaria y suficiente
para la funcién celular estaba contenida en la secuencia génica. Sin embargo, la reciente
acumulacion de evidencia desafia la logica lineal del Dogma Central y cuestiona todas
estas creencias. Ahora estd claro que el sistema de flujo de informacion es
multidireccional; que genes, transcripciones y proteinas constituyen este sistema (Franklin
y Vondriska, 2011).

Figura 12. Comparacion entre un gen procariota (izquierda) y un gen eucariota (derecha)
(Modificada de Franklin y Vondriska, 2011).
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8. ¢QUE ES UN CROMOSOMA?

8.1 Cromosoma eucariota

En el nucleo de cada célula, el DNA sufre cambios durante las diversas fases del ciclo
celular, para estar contenido dentro del nucleo de cada célula empaquetado en una
estructura tipo baston llamada cromosoma. Cada cromosoma esta compuesto por DNA
altamente condensado y enrollado alrededor de las histonas (cromatina, observable al
microscopio oOptico durante la interfase) (S.a., 2017; Mathews et.al., 2013; Alberts et.al.,
2002). El genoma de cada organismo contiene la informaciéon completa y las bases
requeridas para el desarrollo y crecimiento de dicho organismo. El almacenamiento y los
mecanismos de manipulacién del DNA tienen que beneficiar un alto grado de
compactacion para facilitar su acceso al material genético para procesos como replicacion
y transcripcién. El almacenamiento del DNA en células eucariotas es logrado a través de
la compactacion en fibras de cromatina (PeriSi¢ et.al.,, 2010). La compactacién del DNA

puede clasificar en:

. Eucromatina. Es la mayor parte de la cromatina relativamente sin condensar que se
encuentra en un nucleo interfasico. Representa el 20% de la cromatina en una célula
diferenciada y corresponde a las regiones metabdlicamente activas (transcripcion)
(Jorge, 2016; Alberts et.al., 2002).

. Heterocromatina. Es la cromatina que se encuentra condensada durante la interfase.
Representa el 80% de la cromatina en una célula diferenciada y corresponde a las
regiones metabdlicamente inactivas (sin transcripcién) (Jorge, 2016; Alberts et.al.,
2002).

En el nucleoplasma, la doble hélice de DNA (2 nm) (Figuras 18a y 31) se compacta hasta
cromosomas gracias a la asociacién de proteinas especificas denominadas histonas,
proteinas que le dan soporte a la estructura y constituyen al nucleosoma. La organizacion
del DNA en subunidades nucleosémicas de la cromatina proporciona una multitud de
funciones necesarias para la célula. Los cromosomas son visibles durante la mitosis, en la
interfase; esto fue descubierto en el siglo XIX por W. Flemming utilizando microscopia
Optica; pero gracias a la microscopia electronica fue posible obtener imagenes de
cromosomas metafasicos en donde se observaba una estructura repetida dentro de la

cromatina, lo que dirigi6 a la propuesta del modelo del nucleosoma (Daban, 2011).
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Los nucleosomas generan inicialmente una compactacién lineal de 7 veces del DNA
gendmico, proporcionando un mecanismo para la contencién estable de genes y otras
actividades dependientes del DNA, restringiendo la unién de factores que actuan con
secuencias afines al DNA. Los nucleosomas estan disefiados para ser meta-estables,
desensamblados (y reensamblados) de una manera facil que permita el acceso rapido al
DNA subyacente durante procesos tales como transcripcion, replicaciéon y reparacién del
DNA. Los nucleosomas protegen al genoma de los agentes dafinos del DNA y
proporcionan un cierre entre una multitud de sefales epigenéticas. A su vez, vastas
cadenas de nucleosomas proporcionan un marco para ensamblaje de la fibra de
cromatina y estructuras de cromatina de orden superior (Culter y Hayes, 2015; Daban,
2011).

Los nucleosomas constituyen la subunidad basica de repeticién de la cromatina, y su
estructura estd compuesta por un nucleo (médula) nucleosémico u octamero de histonas,
un DNA linker o ligador y una histona de enlace (LH). Las histonas son proteinas
pequenas (11 — 15 kDa) altamente conservadas en eucariontes, ricas en aminoacidos de
carga positiva, lo cual facilita su unién al DNA, pues este presenta una carga negativa.
Estas se pueden clasificar en dos grupos dependiendo del tipo de control de
compactacion: histonas nucleosémicas o centrales, aquellas que intervienen en la
constituciéon de los nucleosomas (octamero de histonas); perteneciendo a este grupo las
histonas H2A, H2B, H3, H4 (Figura 13); e histonas que intervienen en la asociacion de los
nucleosomas entre si (LH), perteneciendo a este grupo sélo la histona H1 (Figura 14)
(Jansesn y Verstrepen, 2011; Culter y Hayes, 2015; Daban, 2011; PeriSi¢ et.al., 2010).

Recientemente a la familia de las histonas LH se afiadié la H5, cuyo papel clave en la
formacion de nucleosomas esta bien establecido. Las proteinas H1/H5 contribuyen no
s6lo a la compactacion de la cromatina en una fibra de 30 nm, sino que también participan
en procesos de replicacion y transcripcion (Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011).
Teniéndose asi que el nucleosoma constituye la unidad fundamental y esencial de la
cromatina, siendo un pequefo cilindro donde la médula del nucleosoma incluye un
segmento de DNA de 147 pb que se enrolla alrededor de dos copias de cada uno de los
cuatro grupos de histonas previamente mencionadas (4 pares de histonas) (Figura 13).
Las histonas se ensamblan en una estructura tipo carrete sobre la que se envuelve el
DNA central, en aproximadamente 13 (1.75 nm) de vuelta superhelicales hacia la

izquierda, constituyendo una estructura en forma de disco de alrededor de 5.5 nm de
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altura y 11 nm de diametro. EI DNA esta en estrecha asociacion con el nucleo de histonas
y esta protegido de la digestion de nucleasas, mientras que el DNA linker (de enlace); un
pequeino fragmento de DNA de aproximadamente 60 pb que sirve como enlace entre el
octdmero y la H1, es rapidamente digerido (Figura 14) (Culter y Hayes, 2015; Jansen vy
Verstrepen, 2011; Daban, 2011; Jorge, 2016; PeriSic et.al., 2010).

Figura 13. Estructura de la médula del nucleosoma, octamero de histonas (Modificada de

Jansen y Verstrepen, 2011; Watson 2008).

Figura 14. Nucleosoma tipico (Modificada de Culter y Hayes, 2015; Jansen y Verstrepen, 2011).

El nucleosoma y la porcién de DNA asociada representan la unidad elemental de la
organizacion de la cromatina. El flamento de cromatina se compacta durante la mitosis
dando lugar a cromatidas metafasicas con una alta relacion de empaquetamiento lineal y
una alta concentracion local de DNA. La organizacion tridimensional del filamento de la
cromatina en cromosomas condensados es una de las estructuras mas desafiantes y
dificiles de la biologia (Daban, 2011).

Para poder formar el nucleosoma, primero las histonas deben dimerizarse y asi formar el
nucleo nucleosémico. Aproximadamente el 25% de la masa de cada histona central del
octamero esta contenida por una regién con dominio N-terminal de las histonas que no
interactua con el DNA u otras macromoléculas. La mayor parte de la masa proteica de la
histona esta constituida por una region a helicoidal con domino C-terminal que favorece la

interaccion histona — histona para formar el octdmero en donde el DNA va a ser enrollado
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(Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011). Un motivo de "histona plegada" constituye la
mayoria de los dominios C-terminales, éste tiene una estructura casi idéntica en las cuatro
histonas de la médula nucleo y favorece su flexion para poder plegarse. Este motivo se
compone de dos hélices a mas cortas (a1 y a3) de 9 — 14 residuos de longitud, que le dan
soporte a la hélice a central (a2) de 29 residuos de longitud, estos fragmentos a estan
conectados por un bucle corto de segmentos B (Figura 15a). El pliegue de histonas forma
un extenso puente proteina — proteina descrita como un "apretdon de manos" debido a que
esta interaccion dirige la hetero-dimerizacion de las histonas H2A con H2B y H3 con H4;
donde el dimero H3/H4 tiene una estabilidad moderada en comparaciéon con el dimero
H2A/H2B. Los dimeros de histona se asocian entre si a través de 4 hélices en los puentes
dimero — dimero. El dimero H3/H4 se auto-asocia mediante un puente H3:H3 para formar
un tetramero estable, mientras que un solo dimero H2A/H2B se asocia con cualquier
extremo del tetramero H4/H3:H3/H4 a través de un puente H4:H2B para formar una
cadena simétrica de cuatro tetrameros que generan una cadena helicoidal de sitios de
contacto de DNA (Figura 15b). Cabe destacar que el puente H2B:H4 es mucho menos
estable que el H3:H3, ademas de que el octamero de la histona se forma sdélo cuando es
envuelto por el DNA. Los dimeros H2A/H2B y H3/H4 forman una estructura simétrica en
forma de arco en la que se distinguen los tres sitios de unién al DNA que estan dispuestos

a lo largo del borde del octamero (Culter y Hayes, 2015).

El DNA se asocia con el octamero de histonas tal que el eje central de la médula del
nucleosoma pasa a través de un solo par de bases en el centro de la estructura del DNA.
Las hélices del DNA se ensamblan en el puente H3:H3 con el surco menor orientado lejos
de la superficie de la histona; esta posicion central es denominada como la posicién 0 de
la doble hélice del DNA, donde posteriormente se presentan otras posiciones (x 1, + 2,
etc.) que se encuentran orientadas con el surco menor hacia el exterior de la estructura
(Figura 15c). EI DNA es muy contorsionado por el ensamblaje en nucleosomas, ya que
éste debe ser plegado en 1% de vuelta hacia la izquierda de aproximadamente 80 pb por
vuelta. Esta flexién se logra a través del enrollamiento de las pares de bases y de cédmo
se acomodan el surco menor y surco mayor del DNA, orientandose este ultimo hacia la

superficie del octamero (Culter y Hayes, 2015).

La doble hélice del DNA enrollado en el nucleosoma es relativamente plana con un
aumento de aproximadamente 30 A por vuelta de 80 pb y un didmetro de

aproximadamente 42 A, disminuyendo la media de pb/vuelta de aproximadamente 10.5 a

31



10.2 dentro del nucleosoma (Culter y Hayes, 2015). La estructura, tipos y tamafo del DNA

se discute en el siguiente apartado.

Figura 15. Detalles estructurales de la médula del nucleosoma. (A) Se observan cémo se
acomodan las hélices a. (B) Se muestran las 4 hélices de los puentes dimero — dimero que se
forman. (C) Las flechas azules y negras indican los sitios de unién al DNA, siendo las azules el
inicio de la union del DNA y las negras el final, la flecha amarilla indica el sitio de interaccion del
DNA con la H3; los évalos negros indican los puentes H3:H3 y H4:H2B; y los nimeros indican las

posiciones de los surcos menores del DNA (Modificada de Culter y Hayes, 2015).

Una vez formada la médula del nucleosoma, la histona de enlace (H1) junto con el DNA
linker completan la estructura final del nucleosoma. Las histonas de enlace son un
componente primario de los nucleosomas, la familia LH es menos conservada entre las
especies que las de las histonas nucleosémicas tanto en la homologia de secuencia como
en el numero de variantes de alelos. Estas estan presentes en una histona por
nucleosoma, con numerosas funciones como estabilizan el DNA plegado en el
nucleosoma, promueven el plegado y montaje de estructuras de cromatina de orden
superior, que influyen en el espaciamiento del DNA en el nucleosoma, regulan la
expresion génica y suprimen la transcripcion de elementos repetitivos transponibles del
DNA empaquetados en heterocromatina. Por otra parte, modificaciones postraduccionales
especificas de las LH se han relacionado a numerosos procesos celulares, incluyendo
sincronizacion de la replicacién con la mitosis. H1 se une al exterior del nucleosoma y
presentan mayor movilidad que las histonas centrales, esto ha sido demostrado por
FRAP, aunque no ha podido ser demostrado como se une la H1 a los nucleosomas en la

cromatina (Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011; Culter y Hayes, 2015).
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Estudios recientes han determinado que la H1 actia como protector del DNA linker. La
alta afinidad de la H1 para el nucleosoma requiere de una extension de 10 pb en cada
uno de los extremos del DNA del nucleo del nucleosoma, y sugiere que este unico
dominio conecta 3 segmentos de DNA distintos en la cromatina; indicando asi, que la H1
esta situada cerca de la entrada/salida del DNA enrollado y estabiliza la estructura de los
nucleosomas. Empleando FRAP, también se identificaron dos sitios de union y un sitio no
vinculante en el domino globular de la H1, la GH1, que protege los 20 pb extra de la
digestién por nucleasas; mientras que para la H5, se identificaron tres sitios de union para
la GH5 (que presenta 97% de homologia con GH1) con diferentes posiciones de
acoplamiento al nucleosoma, donde el sitio de union primario al DNA de GHS5 se divide en
dos sitios de interaccion (Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011). Aunque las LH son menos
conservadas que las histonas centrales, su dominio globular es mas conservado e
hidréfobo que las regiones NTD o CTD, por lo cual, los GH son los sitios de union a la
médula del nucleosoma. Empleando FRET, se dedujo que la formacion del complejo
médula del nucleosoma — H1 (nucleosoma en si) implica la interaccién del GH1 con el
surco mayor del DNA linker que se encuentra cerca del eje central; formando puentes
entre la hélice a3 (del GH1) y el eje central del nucleosoma, involucrando el CTD de la H1
y el CTD de la H2A. De igual manera sucede con la H5, pues implica la union de GH5
directamente al DNA linker en el eje central de la médula (Culter y Hayes, 2015; Pachov,
Gabdoulline y Wade, 2011).

Pero, a su vez, el DNA asociado a las histonas presenta varios grados de compactacion
en el nucleoplasma donde la doble hélice de DNA asociada a las histonas (nucleosoma),
con la participacion de la histona H1/H5, forma la fibra nucleosémica (Figuras 18b y 31),
esta estructura fue descubierta gracias a estudios de la cromatina con TEM y AFM; la
fibra nucleosémica es de aproximadamente 11 nm de didmetro y 6 — 8 nucleosomas por
vuelta, en donde el DNA linker es enrollado en el nucleosoma consecutivo o degradado
en presencia de nucleasas, que posee el aspecto de un "collar de perlas". Es en este nivel
donde se lleva a cabo la replicacion y la transcripcion del DNA, pues presenta un
segmento corto de DNA libre y no unido a histonas nucleosdémicas (Jansen y Verstrepen,
2011; PeriSi¢ et.al.,, 2010; Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011; Daban, 2011; Mathews
et.al., 2013).

Asi, las fibras nucleosémicas (fibras de cromatina) encontradas en diversas especies y

tejidos se caracterizan por formar NRLs; una estructura posterior a la fibra nucleosémica y
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previa al solenoide que abarcan la longitud del DNA envuelto alrededor del nucleo
nucleosomico (147 pb) mas la longitud del DNA linker que conecta un nucleosoma con
otro (que se disponen a enrollarse) (Figura 16), y varia entre organismos (tabla 4).
Mientras que los organismos mas simples presentan DNA linker corto (18 — 45 pb), la
longitud tipica del DNA linker para células eucariotas inactivas transcripcionalmente
maduras es entre 50 — 60 pb; lo que genera un NRL de aproximadamente 197 — 207 pb.
Como se observa en la tabla 4 los organismos unicelulares y células en crecimiento
rapido que poseen una alta produccion de proteinas presentan NRLs cortos, de 160 — 189
pb, mientras que células maduras presentan NRLs mas largos, entre 190 — 220 pb.
Recientemente, varios estudios experimentales han examinado el efecto de los NRLs en

la organizacién de la fibra de la cromatina (PeriSic et.al., 2010).

Figura 16. Estructura de un NRL (Modificada de Peri8i¢ et.al., 2010).
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Tabla 4. Tamaiio de los NRL entre organismos (Modificada de Perisi¢ et.al., 2010).

Especie NRL (pb)

Aspergillus nidulans 154
Neuronas de rata 162
Saccharomyces cerevisiae 165
Neurospora crassa 170
H1c, H1d, H1e, null ES 174
Amoebae 176
Células CHO 178
Plasmodium 181
Células HelLa 188
Células P815 188
Células de mioblasto 189
Células CV1 189
BHK 190
Cultivo primario de células de rifdn de 191
ratén

Médula 6sea de raton 192
Higado fetal (14 dias) de ratén 193
Higado de ratén 195
Timo de raton 196
Higado de rata 196
Rifidn de rata 196
Higado de hamster sirio 196
Rifnon de hamster sirio 196
Célula glial de rata 201
Eritrocito de pollo 212
Espermatozoide Echinoderm 220

La fibra nucleosdmica se enrolla y con la participacion de las LH se forma el solenoide
(Figuras 18c y 31) de 30 nm, una estructura de zonas condensadas dificiles de transcribir
por las RNA polimerasas que corresponden a regiones de DNA compuestas por
heterocromatina; donde, la altura del solenoide se ve afectada por el nimero de
nucleosomas que lo conforman (22 — 36 nucleosomas) (Daban, 2011; Jansen y
Verstrepen, 2011). El grado de compactacion del DNA es regulado estrictamente por la
célula gracias a modificaciones quimicas reversibles que sufren las histonas. Algunos
autores difieren y refutan la estructura del solenoide clasica, pues por medio de rayos X
observaron estructuras alternas al solenoide; Schalch y colaboradores en 2005,

observaron una estructura de un tetranucleosoma, carente de histona H1 (pues
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desconocian su funcién) y con un DNA linker corto (20 pb), por lo que propusieron el
modelo de doble inicio para fibras largas de cromatina que se entrecruza en si mismo
(estructura en zigzag) (Figura 17a); mientras que Robinson y colaboradores en 2006,
observaron un estructura entrelazada de doble inicio en donde su estabilidad dependia
directamente del grado de compactacién de las fibras nucleosdmicas y del grado de
superposicion entre los nucleosomas sucesivos que interactuaban de frente, donde el
DNA linker se entrecruzaba en el eje central del nucleosoma y por lo tanto promovia la
interaccion entre estos; los linkers rectos hacen que el ancho en este modelo sea
dependiente de los NRLs, ademas de que la LH en este modelo tiene un papel
claramente definido, atraer al DNA linker que sale/entra en los nucleosomas previos para

formar tallos rigidos (Figuras 17b y 17¢) (Daban, 2011; PeriSi¢ et.al., 2010).

Figura 17. Modelos alternos al solenoide. (A) Propuesto por Schalch et.al., 2005; (B — C)
Propuesto por Robinson et.al., 2006 (Modificada de Daban, 2011).

Con la propuesta de estos modelos se estudiaron los patrones de plegado para diferentes
NRLs, con y sin histona de enlace, usando tanto el solenoide de inicio unico como las
estructuras en zigzag de dos inicios, asi, varios autores Rhodes y colaboradores, 2009;
Arya y colaboradores, 2009; PeriSi¢ y colaboradores, 2010; coinciden al encontrar que los
NRLs corto a medio (173 a 209 pb) con histona de enlace se condensan irregularmente, y
que las caracteristicas del solenoide son viables solamente para NRLs mas largos (226
pb) sin presencia de LH; los NRLs medio son mas favorables para el embalaje y
compactacion de la cromatina en varios niveles a comparacion de los NRLs mas cortos y

mas largos, ya que presentan una estructura tipo solenoide y dependen totalmente de LH
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para su empaquetamiento. El primero se dobla en fibras estrechas y tiende a adoptar una
estructura en zigzag, mientras que los NRLs largos no conducen facilmente a altos grados
de empaquetamiento debido a la flexion del DNA linker (PeriSi¢ et.al., 2010). Asi, con
estos resultados es que fue posible llegar a definir al solenoide como la estructura de
compactacion primaria (rechazando los modelos en zigzag), siendo los NRLs medianos

los mas viables para conformar este modelo.

Posteriormente, el solenoide se vuelve a compactar en un fibra de 300 nm (Figuras 18d y
31); este nivel mayor de compactacion se observa en la division celular (mitosis y meiosis)
para formar el andamio (Figuras 18e y 31), que es el esqueleto central del cromosoma
compuesto por la enzima topoisomerasa Il (condensina) encargada de enlazar o
desenlazar nudos de la cadena y mantener la estructura del cromosoma final (Figuras 18f
y 31) (Jansen y Verstrepen, 2011; S.a., 2017; Pachov, Gabdoulline y Wade, 2011; Daban,
2011).
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Figura 18. Estructuras de los diferentes grados de compactacion del DNA (Modificada de

Jansen y Verstrepen, 2011).

Cada cromosoma esta constituido por un punto central llamado centromero, que divide a
este en dos secciones (brazos). El brazo corto es denominado “p” y el largo “q” (Figura
31); de acuerdo a donde se situa el centrémero denotara el tipo de cromosoma existente,
lo que permite describir la localizacion especifica de los genes. También presenta tres
regiones caracterizadas por una secuencia de nucleétidos especifica e idéntica en los

miembros del mismo par cromosoémico (Mathews et.al., 2013; Alberts et.al., 2002).
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« Regiones de replicacién, que corresponden a las regiones en las cuales la enzima
DNA polimerasa comienza la replicacién de una de las cadenas de DNA en la
interfase, durante la fase S del ciclo.

« Region centromérica

» Region telomérica o extremidades de los brazos de los cromosomas
8.2 Cromosoma procariota

Lo anterior descrito es en el caso de la condensacion en cromosomas eucariontes, para
ser precisos, en el cromosoma humano; pero en procariontes la condensacion del
material genético ocurre de manera diferente debido al relativo tamafo pequefo del
genoma procarionte. Como ya se mencioné previamente, todo el material genético
procariota esta incluido en una sola molécula de DNA circular localizado en el nucleoide
“‘cromosoma”; y al igual que con los cromosomas eucariotas, un genoma procarionte se
tiene que comprimir en un espacio relativamente pequefio, este debe ser compactado en
una circunferencia de 1.6 mm aproximadamente. De manera similar, este grado de
compactacion es logrado con la ayuda de proteinas de unién al DNA que empaquetan el
genoma de una manera organizada generando una estructura sin semejanzas a un

cromosoma eucarionte (Vries, 2012; Brown, 2002).

La primera caracteristica que debe tener un nucleoide es que el genoma circular debe
estar superenrollado. El superenrollamiento ocurre cuando se generan vueltas adicionales
en la doble hélice del DNA (superenrollamiento positivo) (Figura 19) o si se retiran dichas
vueltas en sentido contrario (superenrollamiento negativo) (Figuras 19 y 20); este proceso
se da gracias a las topoisomerasas, enzimas que regulan la tensién en la molécula de
DNA, presentando tres tipos: el tipo | corta una de las cadenas de DNA y no requiere ATP
para realizar el proceso, el tipo Il corta ambas cadenas de DNA y requiere de ATP, y la
girasa que se encarga de realizar un superenrollamiento negativo (Figura 20) (Hardin,
Kleinsmith y Bertoni, 2015; Brown, 2002).
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Figura 19. Superenrollamiento del DNA procarionte (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni,
2015).

Figura 20. Esquema de superenrollamiento negativo. El diagrama muestra como el giro
contrario de una molécula circular de DNA de doble hélice da como resultado un

superenrollamiento negativo (Modificada de Brown, 2002).

Las topoisomerasas cortan las cadenas del DNA procarionte pues al ser una molécula
circular, sin extremos, no se puede aplicar torsion, en su lugar, se va enrollandose
alrededor de si misma para formar una estructura mas compacta. Pero ésta no tiene una

capacidad ilimitada de rotacion ya que el DNA procarionte esta unido al nucleo de varias
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proteinas (Figura 22e) que restringen su capacidad para relajarse, la rotacion en un sitio
de rotura producira una pérdida del superenrollamiento de sélo un pequeio segmento de
la molécula; es decir, los bucles superenrollados que se encuentran unidos a la proteina
se descompactaran, asi es como se forma la estructura del nucleoide de donde el DNA
gendmico unido al nucleo proteico radian aproximadamente 400 bucles y cada bucle
contiene aproximadamente 100 Kb de DNA superenrollado (Figura 21) (Dillon y Dorman,
2010; Vries, 2012; Brown, 2002).

Figura 21. Estructura de un nucleoide. Se muestran entre 40 y 50 bucles superenrollados de
DNA que irradian del nucleo central de la proteina. Uno de los bucles se muestra en forma circular,
lo que indica que se ha producido una ruptura en este segmento de DNA resultando en una

pérdida de la superenrollamiento (Modificada de Brown, 2002).

Los componentes proteicos del nucleoide incluyen a la DNA girasa y DNA topoisomerasa
I, estas son las enzimas primariamente responsables de mantener el estado
superenrollado, asi como un conjunto de al menos cuatro proteinas participan con un
papel mas especifico en el empaquetamiento del DNA procarionte. En particular, y la mas
abundante, es la proteina HU, que es estructuralmente muy diferente a las histonas
eucariotas, pero actia de manera similar formando un tetramero alrededor del cual
aproximadamente 60 pb de DNA se enrollan, la IHF puede unir secuencias especificas
dentro del genoma para producir plegamientos adicionales; por ultimo, para mantener la
estructura superenrollada la H-NS actua reforzando el superenrollamiento como un doble
generador de vueltas y modulando la expresion de genes involucrados en la respuesta a
estimulos de enrollamiento que junto con FIS regulan la expresion de genes que codifican
para la topoisomerasa | y girasa. El mecanismo en como se produce el

superenrollamiento puede ocurrir de dos maneras alternas: la proteina H-NS se une al
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DNA manipulando su estructura, esta unién genera un cubrimiento del DNA (Figura 22a)
en donde la proteina se une a dos sitios que estan proximos; 6, se puede unir al DNA
formando un puente entre dos sitios que estan distantes formando un bucle (Figura 22b).
La integridad del puente resultante se ve comprometido por la intervencion de la proteina
HU que envuelve al DNA y desplaza a la H-NS (Figura 22c), o por la union de otra
proteina que pliega el DNA (Figura 22d) desplazando de igual manera a la H-NS como
consecuencia de las interacciones alternativas entre DNA — proteinas (HU principalmente)
(Vries, 2012; Griswold, 2008; Dillon y Dorman, 2010).

Figura 22. Mecanismo de participacion de las proteinas en el empaquetamiento del DNA

procariota y formacién del nucleoide (Modificada de Dillon y Dorman, 2010).
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9. ¢QUE ES EL DNA?

Para poder entender bien como es que funcionan todos estos mecanismos, como esta
contenido el material genético, porqué se debe compactar y como es que se va a replicar
y transcribir el material genético, se debe explicar y comprender qué es ese material

genético, contenido en todas las células nucleadas, el DNA.

El DNA es una molécula contenida en el nucleo celular (nucleoide en procariontes)
encargada de portar la informacién genética de un organismo vivo (aunque también se
puede encontrar una pequefia cantidad de DNA en las mitocondrias, mtDNA). EI DNA
esta formado por largas cadenas de nucleétidos (unidad basica de repeticion del DNA). La
informacion genética contenida en el DNA se almacena como un codigo formado por
cuatro bases nitrogenadas dividas en dos grupos: las bases puricas, A (adenina) y G
(guanina); y las bases pirimidinicas, C (citosina) y T (timina) (Figura 23). El orden o
secuencia de estas bases determina la informacion disponible para codificar un gen. La
caracteristica de estas bases es que son aromaticas, tanto las bases puricas como las
pirimidinicas, confiriéndoles la particularidad de ser planas en su estructura, lo cual es
importante para la organizacion de la estructura del DNA. Las purinas, derivan del
heterociclo purina y son las bases que presentan dos anillos aromaticos, uno de cinco y
otro de seis atomos; mientras que las pirimidinas derivan del anillo de la pirimidina y solo
presentan un solo anillo de seis atomos. En el caso del RNA, también se compone de
cuatro bases, las purinas Ay G y las pirimidinas C y U (uracilo), una base andlogaala T
(Figura 23) (Mathews et.al., 2013; Alberts et.al., 2013).

Figura 23. Bases nitrogenadas. Purinas A, G; pirimidinas T, C, U (Modificada de Alberts 2013).
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Cada base se encuentra unida a una molécula de azucar, lo que le confiere polaridad; la
union base — pentosa (desoxirribosa) se efectua a través de un enlace N-glicosidico con
configuracién 8 entre el carbono 1 de la desoxirribosa y un nitrégeno de la base, el 1 en
las pirimidinas, y el 9 en las purinas; con la pérdida de una molécula de agua, para asi
formar el nucledsido. Los nucledsidos son mas solubles que las bases libres y los planos
de la base y el azucar son perpendiculares entre si (Figura 24). La nomenclatura de estas
estructuras cambia, utilizando el sufijo -osina sobre el nombre radical de la base en el
caso de las purinas, y el sufijo -idina en el de las pirimidinas; y al tratarse de una
desoxirribosa como azucar se le agrega el prefijo desoxi a todas, como se ejemplifica en
la tabla 5 (Mathews et.al., 2013; Alberts et.al., 2013; Lodish, 2009).

Tabla 5. Nomenclatura de los desoxirribonucledsidos (Modificada de Mathews et.al.,
2013).
Base Nucleésido
Purinas

Adenina Desoxiadenosina
Guanina Desoxiguanosina

Pirimidinas
Citosina Desoxicitidina
Timina Desoxitimidina

Figura 24. Estructura de un nucleésido de Guanina. Desoxiguanosina (Modificada de Hardin,
Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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Los nucleétidos (Figura 25) son los ésteres fosféricos de los nucledsidos. EI DNA se
compone de cuatro nucledtidos diferentes por las cuatro bases nitrogenadas que presenta
A, T, G, C. Todos los nucledtidos tienen una estructura comun pues estan formados por la
union de un grupo fosfato al carbono 5 de una pentosa (desoxirribosa) que lleva unida al
carbono 1 una base nitrogenada (Figuras 25 y 27a) (Ussery, 2012). La estructura primaria
del DNA se trata de una secuencia de desoxirribonucledtidos de una de las cadenas
(Figura 27b), polinucleotidos, la unidn de varios nucledtidos entre si; la formacion de
polinucledtidos se da pues un grupo fosfato del segundo nucleétido sirve de puente de
unién entre la union del carbono 5’ con el carbono 3’ de la pentosa continua, formandose
un enlace fosfodiéster para poder constituir lo largo de la cadena donde la secuencia de
nucledtidos se ordena desde 5' a 3' (direccién 5' — 3') (Figura 26) (Mathews et.al., 2013;
Alberts et.al., 2013; Lodish, 2009).

Figura 25. Estructura de un nucleétido (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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Figura 26. Estructura de polinucleétidos (Modificada de Mathews et.al., 2013; Alberts et.al.,
2013).

A principios de la década de 1950, el DNA se examindé por primera vez mediante el
analisis de difraccion de rayos X. Los primeros resultados de difraccion de rayos X
indicaron que el DNA estaba compuesto por dos hebras del polimero enrolladas en una
hélice, estructura secundaria (Figura 26). La observacion de que el DNA era de doble
hebra tenia una importancia crucial y proporcioné una de las pistas mas importantes que
condujeron a la estructura postulada por James Watson y Francis Crick, en 1953. La
estructura secundaria del DNA se basa en la complementaridad de bases, postulada por

Edwin Chargaff en 1950, donde una base purina se empareja con una base pirimidina; asi
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las bases, ya en cadena de polinucleétidos se acoplan unas con otras para formar pares
de bases (Lodish, 2009). Estas reglas de Chargaff se cumplen siempre en los organismos

cuyo material hereditario es DNA de doble hélice y enuncian lo siguiente:

o La proporcion existente de A es igual a la de T en una molécula de DNA, (A/ T =1).

o La proporcion existente de G es igual a la de C en una molécula de DNA, (G/C =1).

« La proporcion de bases puricas (A+G) es igual a la de las bases pirimidinicas (T+C) —
(A+G)/(T+C)=1.

e La proporcién entre (A+T) y (G+C) es caracteristica de cada organismo.

Indicando asi que los acidos nucleicos no son una repeticion mondtona de un
polinucledtido, pues existe variabilidad en la composicion de bases nitrogenadas
(Mathews et.al.,, 2013; Pray, 2014). Las uniones se dan por medio de puentes de
hidrégeno que mantienen unidas las cadenas. La complementaridad de bases tiene como
regla adicional que una adenina forma dos puentes de hidrégeno con timina (A = T)
mientras que guanina forma tres puentes de hidrégeno con citosina (C = G); y asi por
medio de estos puentes de hidrégeno forman una doble cadena complementaria (Figura
27c). Todas las bases estan en el interior de la doble hélice, y las estructuras de azicar —
fosfato estan en el exterior, lo que le confiere flexibilidad a la molécula (Figura 27d). El
acoplamiento de base complementario permite que los pares de bases se empaqueten en
la disposicion energéticamente mas favorable en el interior de la doble hélice (Pray, 2014;
Alberts et.al., 2013).
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Figura 27. Componentes de las cadenas de DNA y complementaridad de bases (Modificada
de Alberts et.al., 2013).

Esta complementaridad de bases es la causante de que la doble hélice se forme y de que
ambas cadenas sean antiparalelas, pues el extremo 3’ de una se enfrenta al extremo 5’
de la otra, llevando una cadena la secuencia 5P — 3’ OH, mientras que la cadena
complementaria sigue la secuencia inversa, 3OH — 5P (Pray, 2014). Dos cadenas
polinucleotidicas pueden formar una cadena diestra o una cadena zurda (Figura 28), pero
debido a la posicion de las bases y la geometria del esqueleto azucar — fosfato, el DNA
comun (B — DNA) es dextrégiro, aunque depende del tipo de DNA la direccion de la
rotacion. Una vuelta de la doble hélice presenta 10.5 pares de nuclebtidos con una
distancia de 3.4 nm (34 A) por vuelta, y las bases apiladas estan espaciadas a una
distancia de 0.34 nm (3.4 A) a lo largo del eje de la hélice, donde el diametro de la
molécula es de 2 nm (20 A) (Figura 29) (Ussery, 2012). El giro de las dos cadenas
alrededor de cada una crea dos hendiduras en la doble hélice, estas se denominan surco
mayor y surco menor debido a que los espacios que forman las hendiduras son de

diferentes anchos (22 A y 12 A, respectivamente) (Figura 29); como consecuencia, una
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parte de cada base es accesible desde fuera de la hélice por moléculas pequenas y
grandes que se unen al DNA poniendo en contacto grupos quimicos dentro de los surcos,
asi como que en el surco mayor se pueden distinguir los pares de bases T=A, esta
caracteristica en la estructura del DNA es utilizada por diferentes clases de proteinas de

union al DNA durante la replicacion (Alberts et.al., 2013; Lodish, 2009).

Figura 28. Sentido de la doble hélice del DNA (Modificada de Lodish, 2009).

Figura 29. Estructura del DNA (Modificada de Pray, 2014).

Como se menciondé previamente, el sentido de la doble hélice depende del tipo de
molécula de DNA, es decir, la molécula puede adoptar diferentes estructuras a causa de

variaciones en la humedad, secuencia de las pares de bases y los iones presentes en el
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ambiente creando tres clases de DNA. Estos factores afectan el tipo de secuencia, las
secuencias al azar o mixtas tipicamente involucran formar DNA A o DNA B (dextrogiros),
mientras que secuencias especiales se definen por elementos asimétricos que son
necesarios para formar estructuras alternas como el DNA Z (levégiro) (Ussery, 2012;
Ohyama, 2005). Asi, junto con variaciones en el empaquetamiento del DNA estas
estructuras alternas proveen de un potencial de autorregulacion en sus funciones. Como
se muestra en la tabla 6, ademas del sentido de giro de la doble hélice estas estructuras
presentan caracteristicas particulares que las diferencian entre cada molécula (Pray,
2014; Lodish, 2009).

El  DNA o DNA — Z (Figura 30) es una forma transitoria de DNA, que ocasionalmente
existe en respuesta a ciertos tipos de actividad biolégica; fue descubierto por primera vez
en 1979 y postulaciones indican que este tipo de DNA juega un papel importante como
potenciador de la transcripcion y en la diferenciacion terminal. Su estructura se caracteriza
por ser una doble hélice levdgira con 12 pares de bases por giro completo, donde una
vuelta mide 45 A y 18 A de diametro; la distribucion de sus surcos es diferente pues el
surco mayor es casi idéntico al del DNA — B mientras que el surco menor es profundo y
mas angosto que el comun (Pray, 2014; Ohyama, 2005). Es un DNA especifico por
contener segmentos ricos en secuencia intercalada de bases puricas y pirimidinicas
(GCGCGC), debido a la conformacion alternante de los residuos azucar — fosfato sigue
una direccion en zig — zag (Lodish, 2009). El segundo tipo es el B DNA o DNA — B (Figura
30), el DNA clasico; el de mayor interés bioldgico pues es el que presenta la interaccion
con las proteinas nucleares, es el mas abundante, tiene un 92% de humedad relativa y se
encuentra en soluciones con baja fuerza ionica. Su estructura corresponde con el modelo
clasico de la doble hélice, 20 A de diametro con surco mayor y menor diferenciados y esta
favorecido por secuencias mixtas de nucleétidos (Ussery, 2012; Ohyama, 2005). Por
ultimo el a DNA o DNA — A (Figura 30), una forma mas corta y mas ancha que se ha
encontrado en muestras deshidratadas de DNA y raramente en circunstancias fisiologicas
normales. Se caracteriza por presentar 11 pares de bases por giro completo y 28 A de
diametro, la apariencia de sus surcos es muy similar, pues el surco menor alcanza el
tamano del surco mayor y su estructura es parecida a la de los hibridos DNA — RNA; con
un 75% de humedad relativa requiere de cationes como Na*, K* o Cs* como contraiones
(Lodish, 2009; Ohyama, 2005; Ussery, 2012).
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Tabla 6. Diferencias estructurales entre los tipos de DNA (Modificada de Ussery,

2012; Ohyama, 2005).

Direccion de la Dextrogiro Dextrogiro Levogiro
rotacion de la hélice 9 9 9
Pares de bases por 11 105 12
vuelta

Distancia entre bases 2.55 A 34A 3.7A
Distancia entre vuelta 28.2 A 34 A 44.4 A
Inclinaciéon entre 20° 6° 70
pares de bases

Angulo de rotacion 32.7° 34.3° -30°
Diametro 23 A 20 A 18 A
Secuencia d(AGCTTGCCTTGAG) d(CGCGAATTCGCG) d(CGCGCGTTTTCGCG)

Figura 30. Estructura de los tipos de DNA (Modificada de Pray, 2014; Ussery, 2012).
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Figura 31. Condensacién del DNA del cromosoma humano (Modificada de Genome Research
Limited, 2016; NCBI, 2007).
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10.REPLICACION

Las células a lo largo de su existencia realizan una diversidad de procesos por los cuales
mantienen su material genético y lo transmiten. Estos procesos tienen lugar en el ciclo
celular el cual posee 4 fases: G1, S, G2y M. Donde la fase S es aquella en la cual se
produce la sintesis de DNA. La replicacién es un proceso estrictamente controlado pues
para que una célula pueda duplicar su genoma antes de dividirse debe existir un
mecanismo que acople la replicacion con la division celular. Asi, en la fase S ocurre la
replicacion del material genético en el nucleo de la célula; en el cual el DNA de una célula
“madre” (progenitora) genera 2 copias idénticas a su molde originario para posteriormente
ser distribuido en partes iguales a las 2 células “hijas” en la fase M. Esto sefala que la
replicacion es un proceso semiconservativo (Figura 32), es decir, el nuevo DNA generado
se compone de una hebra parental a partir de la cual se forma, y una hebra nueva; hecho
que fue descubierto por Matthew Meselson y Franklin W. Stahl en 1957 (Canovas, 2012;
Pray, 2012; Hanawalt, 2004).

Figura 32. Replicacion semiconservativa del DNA. (A) DNA parental (base), las dos cadenas
moradas de las cuales se va a partir para generar mas copias. (B) Primera generacién. Se observa
cdémo cada una de las cadenas moradas forma parte del nuevo DNA generado (cadena verde)
pues se forman dos copias exactas del DNA original. (C) Segunda generacion. Aqui cada cadena
(morada y verde) sirven como base, asi; (1C y 4C) la hebra morada es la parental y por lo tanto se
crea la cadena verde, (2C y 3C) aqui, la cadena verde es de cual se va a partir (original) para
formar nuevo DNA y consecuentemente se crea la cadena verde tenue (Modificada de Hardin,
Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Anteriormente, se habian propuesto varias hipotesis de las posibles formas en que podria

ocurrir la replicacion: (Canovas, 2012; Pray, 2012)
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Replicacion conservativa. Propone que el DNA se replica a partir de una hebra molde
generando una hebra nueva, pero se mantiene el DNA original, de modo que en una
célula hija permanece un DNA antiguo y en la otra uno completamente nuevo; es decir, la
cadena original se conserva y se sintetiza otra nueva (Figura 33).

Replicacion dispersiva. Este modelo plantea que el DNA se replica en fragmentos a partir
de una hebra molde, generando una molécula hibrida con fracciones antiguas y
fracciones nuevas al azar (Figura 33).

Replicacion semiconservativa. El DNA replica solo una de sus hebras, se abre la doble
hélice y una hebra se usa como molde de sintesis para una completamente nueva,
conservando en ambas células una hebra antigua (original) de la célula parental y una

completamente nueva (Figura 33).

Los experimentos de Meselson y Stahl consistieron en hacer crecer cepas de Escherichia
coli en un medio de cultivo enriquecido con isétopos de nitrégeno radioactivo (N'* y N'°);
estas bacterias al duplicarse ingresarian el nitrégeno radiactivo a su estructura de DNA lo
que generaria la medicién de una absorbancia a una cierta longitud de onda, y asi el
seguimiento de este indicador molecular determiné que la replicacién seguia el modelo
semiconservativo ya que las moléculas de DNA resultantes poseian una cadena con
solo N'* y otra solo con N'® (Pray, 2012; Canovas, 2012; Hanawalt, 2004).
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Figura 33. Esquema de las hipotesis sobre el mecanismo de replicacién (Modificada de
Cénovas, 2012; Solomon et.al., 2013).

Los elementos basicos para que ocurra la replicacion son 4 (Figura 34); el DNA parental,
el cual se va a replicar, este puede ser dsDNA (antes de abrir la doble cadena) o ssDNA
el cual es donde se va a dar la unién con el primer. El primer (o cebador) es un fragmento
corto de DNA/RNA que es complementario a la cadena parental y proporciona el extremo
OH 3’ libre para la reaccion; sirve como indicador de donde va a iniciar la replicacion. Este
proceso es ordenado y secuencial ya que se inicia en un punto fijo (proporcionado por el
primer) del DNA, donde su unién se produce de manera simultanea al desenrollamiento
de la doble hélice original; asi la DNA polimerasa, una enzima que sintetiza DNA puede
actuar, esta proteina va incorporando dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) en direccion

5— 3’ complementarios a la cadena molde de DNA. La sintesis progresa siempre en esa
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direccién pues el grupo OH 3’ es el que va a formar el enlace fosfodiéster con el
nucleétido complementario entrante; no existe ninguna DNA polimerasa capaz de iniciar la

sintesis de DNA sin la presencia del primer (Lee, 2015; Canovas, 2012).

Figura 34. Elementos basicos para la replicaciéon del DNA (Autor, 2017).

La polimerasa actua agregando a la cadena de DNA nueva nucleétidos que se van a
adherir por enlaces fosfodiéster uniendo el grupo OH 5 de un nucleétido al OH 3’ del
siguiente, es por eso que estos necesitan ser trifosfatados ya que la reaccion libera 2
moléculas de fosfato al momento de la unién (Figura 35); razén por la cual la replicacion

representa un gran gasto energético para la célula (Lee, 2015).
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Figura 35. Mecanismo de adicion de los dNTPs (Modificada de Gibiansky, 2015).

ElI DNA, al ser antiparalelo, implica que la cadena molde sea la que va en direcciéon 3'—5’;
razon por la cual la replicacién sigue un proceso de sintesis semidiscontinua, pues a
pesar de que se realiza en ambas cadenas de forma secuencial la reacciéon ocurre de
manera bidireccional a partir del origen de replicacién (Figura 36); ya que la polaridad de
las dos hebras de DNA es opuesta (Zheng y Shen, 2011; Balakrishnan y Bambara, 2013;
Canovas, 2012). El proceso semidiscontinuo y bidireccional de la replicacion es debido a
que al momento que se va separando la doble hélice y se forma la horquilla de
replicacion, la polaridad de sintesis es contraria a la de su apertura, donde primero queda
libre la cadena 3'—5’ (la que se replica primero), y forma la cadena principal, sintetizada
continuamente; conforme esta replicacion avanza se va dando el proceso en la cadena
5—3 donde se forma la cadena rezagada, que es sintetizada discontinuamente, pues
esta necesita esperar a que las hebras se separen para poder colocar el primer, es decir,
en esta cadena el DNA se forma a partir de pequefos fragmentos discontinuos que se
sintetizan en una direccién opuesta a la del movimiento de la horquilla de replicacién
(Figura 37) (Zheng y Shen, 2011; Lee, 2015; Balakrishnan y Bambara, 2013; Pomerantz
y O’Donnell 2017).
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Estos fragmentos cortos se denominan fragmentos de Okazaki, pues en 1968, Regi
Okazaki descubrio que estan constituidos por aproximadamente 50 nt de RNA y entre 100
— 200 nt de DNA en células eucariotas y 1 - 2 Kb en células procariotas (Figuras 36 y 37);
explicando asi como se copia la cadena 5—3’; a medida que el movimiento de la horquilla
expone una nueva seccion del DNA plantilla, se comienza un nuevo fragmento rezagado y
se aleja de la horquilla hasta que se detiene por el fragmento precedente (Figura 37);
ademas de que esto concuerda con que la DNA polimerasa necesita una cadena de RNA
a la cual unir los nucleétidos. La horquilla de replicacion se mueve a través del DNA de
manera unidireccional mientras copia ambas cadenas de la doble hélice; la conformacién
antiparalela del DNA genera que esta maquinaria realice la sintesis semidiscontinua; las
DNA polimerasas inician la sintesis de DNA extendiendo el primer del extremo 3’ por lo
que la cadena principal solo necesita de uno ya que la sintesis la realiza de manera
continua, mientras que, como ya se menciond, la replicacién de la cadena rezagada lo
hace en forma de fragmentos de Okazaki que involucra la posicion de varios primers que
es lo que dara lugar a la formacion de los fragmentos que se sintetizan de manera
discontinua. Es importante mencionar que mientras la cadena rezagada se va replicando
ésta se va doblando en forma de bucle con la finalidad de alinear direccionalmente la
sintesis de la cadena rezagada (la polimerasa) con el movimiento de la maquinaria de
replicacion, el replisoma, este modelo se conoce como modelo del trompo y el
plegamiento tiene la funcién de favorecer el movimiento del replisoma a través del DNA
(Figura 38) (Zheng y Shen, 2011; Lee, 2015; Balakrishnan y Bambara, 2013; Pomerantz
y O’Donnell 2017).

Figura 36. Sintesis semidiscontinua y sentido bidireccional de la replicacion (Modificada de
Cénovas, 2012).
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Figura 37. Formacion de los fragmentos de Okazaki. (A) La sintesis de la cadena principal es
continua, (B) mientras que la cadena rezagada forma varios fragmentos conforme la horquilla de
replicacion de va abriendo. (C) Cada que se abre mas la horquilla se forma un nuevo fragmento y
la sintesis de ese DNA se da en forma opuesta. Los fragmentos de Okazaki posteriormente se
ligan al DNA por medio de la enzima ligasa para tener una cadena continua (Modificada de Hardin,
Kleinsmith y Bertoni, 2015; Cox, Doudna y O’Donnell, 2012)
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Figura 38. Mecanismo de sintesis de la cadena principal y la cadena rezagada (Modificada de

Pomerantz y O’'Donnell 2017).

A manera de resumen, las propiedades principales de la replicacién es que ésta es
semiconservativa, con una sintesis semidiscontinua, bidireccional y multifocal, pues
ambas cadenas se replican. Esta propiedades aplican tanto para la replicacion en
eucariontes como en procariontes, y, en los siguientes apartados se abarcaran las

diferencias que se presentan en estos organismos al realizar este proceso.
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10.1 Replicacion Eucariota

Como se mencion6 previamente cuando el DNA se replica la doble hélice que forma una
molécula de DNA se abre en el punto de origen de replicacién formando la horquilla de
replicacién donde se unen una serie de enzimas que se encargan de iniciar la replicacion
en ambas cadenas. Pero antes de hablar sobre las enzimas participantes hay que abarcar

el trabajo que cumple la DNA polimerasa y otros componentes del replisoma.
10.1.1 DNA polimerasa

Como ya se menciond es una enzima que polimeriza la sintesis del DNA dirigida por una
cadena molde y requiere de un primer de RNA para producir la elongacion en direccion
5—3’, afiadiendo un dNTP vy liberando un pirofosfato al momento de efectuar la reaccion.
Presenta una procesividad y fidelidad elevada, es decir, no se disocia durante la
elongaciéon y va afiadiendo 1000 nucledtidos por segundo con la capacidad de
exonucleasa 3'—5’ si detecta un error en el apareamiento de los dNTPs (Figura 41), lo
que le genera un tasa de error baja (10 — 10°) al momento de efectuar la autocorreccion
ya que el sitio activo de la DNA polimerasa tiene una tasa de error de 1 nucledtido por
cada 10 000 pares de bases. Esto se consigue mediante la verificacion de la polimerasa
comprobando si el nucledtido correcto se ha insertado en la plantilla (Yao y O’Donnell,
2015; Evans, 2008; Lee, 2015).

La verificacién de la DNA polimerasa se da en diferentes dominios de su estructura,
presentando 3 (Figura 39): los dedos, el pulgar y la palma. El dominio de los dedos, es
aquel dominio que une los dNTPs entrantes y los envuelve; en este dominio se une a
cada uno de los cuatro dNTPs, el paso de seleccidon de dNTP de alta precision de las
DNA polimerasas implican un cambio de conformacién en el que éste se cierra sobre la
palma, envolviendo al dNTP entrante en una camara confinada dentro de la cual sélo
puede encajar los pares de bases correctos (Figura 40). Estos pares de bases con la
forma correcta se unen, mientras que aquellos sin la forma evitan el cambio de
conformacion necesario para la catalisis, y se disocian de la polimerasa, seguido por la
union de otro dNTP. El pulgar es el dominio que interactia con el DNA recién sintetizado y
mantiene la union primer — polimerasa — DNA molde. Por ultimo, la palma es el dominio
donde se lleva a cabo la verificacién de apareamiento y el sitio catalitico de la reaccion. Si
esta detecta un desajuste, el DNA se transfiere desde el dominio de polimerizacién

(pulgar) a su dominio exonucleasa 3'— 5 N-terminal (palma); asi, el nucledtido
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incorrectamente incorporado es eliminado y el DNA se reincorpora al dominio de
polimerizacién permitiendo que se reanude la copia del material genético (Figura 41) (Yao
y O’Donnell, 2015; Evans, 2008; Canovas, 2012).

Figura 39. Dominios de la DNA polimerasa. (A) Dominios. (B) Incorporacion del dNTP a los
dedos. (C) En la forma cerrada los dedos envuelven al dNTP y con un movimiento de rotacién de
40° lo mueven hacia el pulgar para que se dé el acoplamiento de pares de bases en la palma
seguido de la translocacion del DNA para seguir continuando la reaccion (Modificada de Hardin,

Kleinsmith y Bertoni, 2015; Cox, Doudna y O’'Donnell, 2012).

Figura 40. Camara de apareamiento de pares de bases (Modificada de Yao y O’Donnell, 2015).
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Figura 41. Mecanismo de accidon de la actividad 3’ exonucleasa de la DNA polimerasa
(Modificada de Evans, 2008).

En células eucariotas, hay 5 tipos de polimerasas con diferente actividad y funcién, como
se observa en la tabla 7; donde la DNA polimerasa a sintetiza la nueva hebra de DNA en
sentido 5—3  a partir de la hebra molde que va en sentido 3'—>5’ (sintesis continua,
cadena principal) y retira los primers de RNA de la hebra discontinua. La polimerasa a
consiste en cuatro subunidades, la subunidad Pol 1 es la catalitica y la mayor, la
subunidad Pol 2 es la segunda mas grande (con actividad desconocida) y las dos
subunidades mas pequefas realizan la funciéon de originar el primer, estas contienen el
sitio catalitico de la primasa, pero la subunidad mas grande es necesaria para formar el

primer enlace dinucleotidico. Después de 7 nucleétidos, el primer de RNA cambia a la
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subunidad de la DNA polimerasa capaz de extender estos primers otros 20 — 25 residuos
para producir un cebador hibrido RNA/DNA. La DNA polimerasa & sintetiza la nueva
hebra de DNA en sentido 5—3’ a partir de la hebra molde que va en sentido 5—3’
(sintesis discontinua, hebra rezagada), aunque también actua sobre la hebra principal y
corrige errores al término de la replicacién en ambas hebras recién sintetizadas. Esta
consiste en cuatro subunidades, la Pol 3 es la del sitio catalitico y la mas grande, seguida
de Pol 3.1 y Pol 3.2 en tamafo, siendo la Pol 3.2 la subunidad mas pequena. La DNA
polimerasa € es esencial para la replicacion, ésta consiste en cuatro subunidades, la del
sitio activo catalitico Pol 2, seguida de Dpb2 y dos subunidades pequefas, Dpb3 y Dpb4.
La secuencia de Pol 2 indica que sus extremos estan enlazados, y que su mitad NTD es
activa mientras que la mitad CTD es inactiva pero esencial para la viabilidad celular y
actualmente se cree que tiene un papel estructural (Yao y O’Donnell, 2015; Indiani y
O’Donnell, 2010; Bruck et.al., 2015).

Tabla 7. DNA polimerasas en eucariontes (Modificada de Cox, Doudna y O’Donnell,
2012; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

POLIMERASA
Caracteristica a B Y o €
Ubicacion subcelular Nucleo Nucleo Mitocondria  Nucleo Nucleo
Actividades enzimaticas:

Primasa (inicio) Si No No No No
Polimerasa 5—3’ (elongacion) Si Si Si Si Si
3 I.E’xonucleasa 3—5 No No Sj Sj Sj
(correccioén de pruebas)
> . E'x'onuclea.sa 53 Si No No No No
(eliminacién de primers)
Funcion en la célula:
Replicacién (sintesis Sdlo
continuada de cadenas nuevas, inicial- No Si Si Si
principal y rezagada) mente
Empalme de fragmentos de Si Si

. No No
Okazaki (con nucleasas)
Velocidad de replicacion:
Velocidad de polimerizacion 100 — 200
(nt/seq)

Elevada

. - Elevada
Procesividad (nt afiadidos antes . . con .

L, Baja Baja Elevada con/sin
de su disociacion) PCNA PCNA

(5 000)
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10.1.2 Abrazadera deslizante

Para poder efectuar su funcion, la DNA polimerasa debe formar una holoenzima, que es
un complejo multiproteico con una funcién en particular; en este caso hacer que la DNA
polimerasa se desplace a lo largo de la cadena molde. Este complejo se compone de una
abrazadera deslizante, la proteina PCNA (Figura 42), un cofactor esencial de la DNA
polimerasa &/e que se presenta en forma de anillo la cual le confiere procesividad a la Pol
para catalizar la sintesis rapida y procesada del DNA aumentando esta procesividad hasta
1 000 veces, la PCNA ancla a la polimerasa al DNA y la va empujando a través de éste.
Estas proteinas cumplen una funcion esencial en la replicacién, pero también se ven
involucradas en procesos de reparacion y recombinacion del DNA, y se utilizan en otros
procesos celulares importantes, incluyendo la regulacion del ciclo celular. En la reparacion
del DNA, la PCNA es necesaria para el desapareamiento de nucledtidos, pues ésta dicta
la especificidad en la hebra para garantizar que el nucleétido mal incorporado sea
escindido de la nueva hebra y no el nucleétido parental correcto. También, PCNA ejerce
una fuerte influencia en el metabolismo del DNA y la cromatina mediante el reclutamiento
de varias enzimas al DNA, no soélo participa en la localizacion de estos factores en sus
sitios de accion, ademas activa directamente su actividad enzimatica (Yao y O’Donnell,
2016; Choe y Moldovan, 2017; Yurieva y O’Donnell, 2016; Yao y O’Donnell, 2015; Indiani
y O’Donnell, 2010).

La funcion de PCNA es dramaticamente amplificada por modificaciones
postraduccionales, debido a que ésta carece de actividad enzimatica, en lugar, ejerce sus
efectos a través de interacciones proteina — proteina, adicion regulada y eliminacion de
restos de aa proveen el mecanismo ideal para controlar las funciones de PCNA. Las
modificaciones postraduccionales no afectan la estructura de la proteina, sino que
proveen una superficie adicional para la interacciéon con factores de unién al DNA. Cabe
mencionar, que la union de PCNA al DNA se da en sitios donde el nucleosoma ya fue
descondensado, para esto, PCNA requiere que la cromatina esté marcada por metilacion
en la K56 de la H3, reaccion catalizada por la metiltransferasa G9a. La estructura de la
PCNA es superponible con la estructura  (Figura 59, la PCNA en procariontes, de cual se
hablara posteriormente), cada subunidad de PCNA se compone de s6lo dos dominios y
se trimeriza para formar un anillo de seis dominios (Figura 42) (Yao y O’Donnell, 2016;
Choe y Moldovan, 2017; Yurieva y O’Donnell, 2016; Yao y O’Donnell, 2015; Indiani y
O’Donnell, 2010).
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Figura 42. Estructura de PCNA La estructura de la izquierda es la cara frontal de la proteina y la

de la derecha es la cara lateral (Yao y O’Donnell, 2016).
10.1.3 Cargador de la abrazadera

Unida a ésta, se encuentra un complejo henteropentamérico, la proteina RFC que utiliza
ATP para montar la abrazadera (PCNA) alrededor del DNA, es una estructura en forma de
pinza que cumple la funcién de ser el cargador de la abrazadera (RFC). La estructura
clasica de RFC comprende 5 subunidades siendo RFC1 (RFCA) la mas grande vy
esencial, y 4 subunidades pequefias (RFC 2, 3, 4y 5 6 B, C, D, E); la RFC1 contiene
tanto el CTD y NTD del sitio activo de RFC, en donde éste complejo esta alineado de tal
manera que crea un espacio entre RFC1 y RFC5 adecuado para interaccionar con el
anillo de PCNA (Figura 43), donde RFC se une a la cara frontal de PCNA que esta
orientada hacia la elongacion del DNA. Asi en presencia de ATP este cargador se abre y
cierra como pinza para montar la abrazadera alrededor del primer (extremo 3’) abriendo y
cerrando el anillo de la PCNA. De esta forma el complejo PCNA — RFC — ATP estimula la
hidrolisis del ATP para abrir el anillo de la PCNA, y asi, la disociacion del cargador junto
con la unién de la DNA polimerasa (Figura 44), particularmente Pol & y Pol € que son las
replicasas principales que efectuan el proceso. Estudios recientes muestran que la Pol & y
la Pol € actuan en diferentes hebras en la horquilla de replicacion, indicando que la Pol €
actua sobre la cadena principal mientras que la Pol & actua sobre la rezagada. Ambas
interaccionan con la abrazadera deslizante. También se ha demostrado que el complejo
de las cuatro subunidades pequefas de RFC pueden abrir PCNA y desanclarlo del DNA,
lo que sugiere que todos los complejos RFC tienen potencial de eliminar a PCNA (Choe y
Moldovan, 2017; Yao y O’Donnell, 2015; Shiomi y Nishitani, 2017; Indiani y O’'Donnell,
2010; Yao y O’'Donnell, 2016; Yurieva y O’Donnell, 2016).
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Figura 43. Estructura de RFC unida a PCNA (Modificada de Indiania y O’Donnell, 2010).

Figura 44. Mecanismo de unidn de la abrazadera deslizante (Modificada de Indiani y O’'Donnell,
2010).

Las células eucariotas presentan 3 complejos RFC que actuan sobre PCNA: RFC1 —
RFC, Ctf18 — RFC y Elg1 — RFC (ATAD5 en células humanas) (Figura 45), éstas
comparten las cuatro pequefias subunidades y pertenecen a la familia ATPasa AAA+; su
similitud morfologica sugiere que todos interactian mediando la coaccion PCNA — DNA,
aunque poseen diferentes funciones como se observa en la tabla 8 (Shiomi y Nishitani,
2017). Ctf18 — RFC fue el segundo complejo identificado formado por una subunidad
grande Cft18 y dos pequefnas Dcc1 y Cft8, que se unen a las 4 subunidades pequefias de
RFC; estas 2 subunidades adicionales son requeridas para interactuar con el CTD de
Ctf18, ademas de que han sido relacionadas en la prevencion de pérdida cromosémica,
requeridas en la segregacion de cromosomas y recombinacion homodloga de las
cromatidas hermanas. Estos hallazgos indican que el complejo Ctf18 — RFC se requiere
principalmente para la cohesién entre cromatidas hermanas y podria estar involucrado en

la regulacion de PCNA en la cromatina. Aunque también este complejo es efectivo para
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unirse y anclar PCNA al DNA en ensayos in vitro. Elg1 — RFC es el pentamero mas
recientemente identificado con una subunidad grande Elg1 que tiene el NTD mas largo y
las 4 subunidades pequenas de RFC; y se ha visto involucrado en la inestabilidad
gendmica aunque su actividad principal es de descargar a PCNA durante y después de la
replicacion del DNA. La sub-expresion de Elg1 lleva a una acumulacién extrema de
puentes de cromatina con la PCNA en la maquinaria de replicacién, mientras que la
sobre-expresion reduce PCNA e incrementa el nUmero de células en fase S indicando que
los niveles anormales de PCNA en la cromatina afectan la progresion del ciclo celular
(Shiomi y Nishitani, 2017; Indiani y O’Donnell, 2010; Yurieva y O’Donnell, 2016).

Tabla 8. Comparacion de la actividad entre los diferentes complejos RFC (Modificada
de Shiomi y Nishitani, 2017).

Replicacion,

Principal actividad reparacion y Establecimiento Estabilidad

celular recombinacion de cohesién gendmica
del DNA
Actividad principal &éé Anclay
sobre PCNA (in vivo) Ancla PCNA desancla Desancla PCNA
PCNA???
Actividad principal Ancla y Ancla y

sobre PCNA (in vitro) Desancla PCNA

desancla PCNA | desancla PCNA

Inhibe CRL4 — Incrementa
Fenotipo de knock-out Reduce PQNA Cat 2 PCNA en
en cromatina generando re- .
C cromatina
replicacion

Figura 45. Estructura de los diferentes complejos RFC. La carga y descarga se refiere a la
actividad que tiene sobre la PCNA (Modificada de Shiomi y Nishitani, 2017).
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Es importante que la replicacién ocurra solo durante la fase S del ciclo celular y que el
duplicado sélo se produzca una vez, la sobre-replicacion, disminucion y replicacion del
DNA fuera de la fase S puede generar inestabilidad gendémica y la posible muerte celular
o cancer. Una vez iniciada la replicacion, PCNA debe ser anclada tanto en la cadena
principal como en la rezagada, y se espera que ésta se encuentre dos veces mas en la
cadena rezagada debido a la formacién de los fragmentos de Okazaki (Bruck et.al., 2015;

Lerman y Noguchi, 2013)

Pero antes de que pueda actuar el complejo PCNA — polimerasa deben ser reclutadas las
enzimas requeridas para formar el replisoma, la maquinaria de replicacion. La estructura
de la doble hélice del DNA requiere que ésta deba ser abierta mediante giros helicales
para desenrollar su estructura durante la replicacion; este proceso se realiza por medio de
enzimas topoisomerasas y helicasas dependientes de ATP (Lerman y Noguchi, 2013;
Bruck et.al., 2015; Yao y O’'Donnell, 2016).

10.1.4 Enzimas involucradas en el replisoma eucariota

Una de ellas, la enzima topoisomerasa, es una proteina que proporciona un mecanismo
giratorio para aliviar la tension de la doble hélice e impide que el DNA se enrede debido al
superenrollamiento producido al abrir la horquilla de replicacién. Dependiendo del tipo de
topoisomerasa, esta enzima corta 1 (topoisomerasa |) o las 2 cadenas (topoisomerasa Il)
del DNA para poder desenrollar la estructura (Yao y O’Donnell, 2016; Lerman y Noguchi,
2013).

La helicasa MCM es una proteina que cataliza la separacién de la doble hélice del DNA
una vez que fue desenrollada al romper los puentes de hidrogeno existentes entre las
bases nitrogenadas de una hebra y otra pasando de dsDNA a ssDNA; y tiene la
capacidad de anclarse al ssDNA permitiendo el avance de las enzimas replicadoras;
estrictamente durante la fase G1 tardia pues en la fase S podria existir sobre-replicacion o
re-replicacion del material genético. Su estructura se caracteriza por formar un hexamero
en forma de anillo con 6 subunidades (Mcm2-7) homdlogas a proteinas con actividad
AAA+. Mcm2-7 actia de manera 3'—5’ sobre el ssDNA indicando asi que actua sobre la
cadena principal para separar el DNA parental permitiendo el avance de la maquinaria
replicadora. Estas helicasas replicativas (Mcm2-7) rodean la cadena principal de DNA
mientras excluyen a la rezagada del motor interno de la actividad de la proteina, este

fendmeno se conoce como el “mecanismo de exclusion estérico” de desenrollamiento del
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DNA (Figura 46a), y esta basado en la actividad ATPasa AAA+. Recientemente se
descubrié que el exceso de Mcm2-7 se utiliza como un mecanismo de "respaldo” si las
células son sometidas a la replicacién por estrés; éste es importante porque se asegura
que haya un numero suficiente de Mcm2-7 activo antes de que la fase S comience. Si las
células se encuentran en replicacion por estrés, complejos adicionales de Mcm2-7 se
activan para ayudar a la replicacion completa del genoma; y asegurar que una vez que la
replicacion comience, termine, evitando asi la inestabilidad genémica (Yao y O’Donnell,
2016; Yao y O’Donnell, 2015; Bruck et.al., 2015; Baxley y Bielinsky, 2016; Pellegrini y
Costa, 2016; O’'Donnell y Li, 2016; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Parker, Botchan y
Berger, 2017).

A su vez, la helicasa en células eucariotas requiere de 11 subunidades diferentes para
completar su actividad, las 6 diferentes subunidades de MCM (Mcm2-7) y 5 factores
accesorios que se unen al anillo de la proteina para formar un complejo CMG (Figura
46b). Este complejo esta conformado por la asociacion con un heterotetramero GINS que
presenta 4 subunidades homélogas entre si y la proteina Cdc45; el complejo CMG se
crea durante la fase S y estd compuesto por dos canales, las subunidades Mcm2-7
forman el canal que envuelve y transloca el ssDNA durante su desenrollamiento, ésta
reaccion es dependiente de ATP y esta catalizada por Cdc6 y Cdt1; mientras que GINS y
Cdc45 forman el segundo canal con funcién desconocida. Cada subunidad del complejo
CMG posee CTD (dominio con actividad AAA+) y NTD (dominio de interaccion con DNA y
oligomerizacion) largos lo que le confiere la apariencia de dos anillos apilados uno sobre
el otro a su estructura, donde CTD forma un anillo y NTD forma el otro, y la hidrdlisis del
ATP genera movimientos rotatorios de estos anillos para separar las cadenas (Figura
46¢). Este complejo necesita formarse pues la actividad ATPasa y helicasa de la Mcm2-7
es muy débil por si sola, por lo que este complejo aumenta la eficiencia en la hidrélisis de
ATP y apertura del dsDNA (Bruck et.al., 2015; Lerman y Noguchi, 2013; Yao y O’Donnell,
2016; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Pellegrini y Costa, 2016; Baxley y Bielinsky,
2016; Yao y O’Donnell, 2015; Parker, Botchan y Berger, 2017; Ali y Costa, 2016; Yurieva
y O’Donnell, 2016).
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Figura 46. Estructura y mecanismo de accion de la helicasa. (A) “Mecanismo de exclusion
estérico”: La helicasa Mcm2-7 consiste en un homohexamero de las proteinas motoras que rodean
la cadena principal y al hidrolizarse el ATP se mueve a lo largo del ssDNA; la cadena rezagada
como consecuencia se separa y se va desenrollando asi el DNA. (B) Estructura del complejo CMG
en eucariotas, cuando el anillo de Mcm2-7 se abre, GINS y Cdc45 se acoplan. (C) Modelo del
complejo CMG en donde se propone que una subunidad (roja) se mueva a lo largo del ssDNA
mientras que las otras 6 subunidades del primer anillo generen eventos de hidrélisis de ATP; la
funcién del segundo anillo es desconocida hasta ahora (Modificada de Yao y O’'Donnell, 2015; Ali y
Costa 2016; Yao y O’Donnell, 2016).

El complejo CMG necesita ser activado en un sitio que haya sido reconocido como ORC,
un sitio con actividad ATPasa en donde se va a reclutar ese complejo. El proceso inicia
con la union de dos moléculas de Mcm2-7 (unidas a Ctd1, pues favorece la reaccion)
catalizada por Cdc6 al ORC generando un doble anillo hexamérico inactivo (Figura 47a);
este doble hexamero proporciona una plataforma para el montaje de dos copias del
replisoma, reclutando GINS y Cdc45 para formar CMG. El ensamblaje de CMG solo
puede ocurrir durante la fase S debido a que este proceso esta regulado principalmente
por 2 CDKs de esta fase (S-CDK y DDK), aunque también lo regulan 4 factores de
iniciacion (Sld2, SId3, SIid7 y Dpb11). Estos factores no son parte del complejo CMG
activo, pero si necesarios para su activacién. Primero DDK fosforila tres subunidades de
MCM (Mcm2, Mcm4 y Mcm6) para reclutar a Cdc45 y ensamblar a tiempo el complejo
CMG pues permite la atraccion de SId3 — Sld7 que cargan a Cdc45 en el CMG creciente
(Figura 47b). Posteriormente, S-CDK juega un papel importante en la inhibicién del ORC
para Mcm2-7, fosforilando Sld2 y SId3 para activar la formacién de un complejo con

Dpb11. Aunque el papel de los factores de iniciacién todavia no se ha descrito
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completamente, estudios recientes muestran que la regién media de Sld3 se une a Cdc45
para reclutar y estabilizar su union con Mcm2-7. Se cree que Dpb11 es una proteina de
andamiaje que atrae la fosforilacion de Sld2 y SId3 por S-CDK y asi favorece la union de
GINS al complejo CMG, pues ha sido demostrado que SId2, SId3 y Dpb11 compiten con
GINS en su unién a Mcm2-7, ya que todos se unen a las subunidades Mcm3 y Mcmb5; sin
embargo, cuando Mcm2-7 se une al ssDNA libera a Sld2, SId3 y Dpb11 para permitir la
union de GINS y terminar de formar el complejo activo CMG (Figura 47c). Recientemente
se descubri6 otra proteina MCM, Mcm10, que participa en la activacién del proceso y se
mantiene unida al complejo Mcm2-7 durante la replicacién. En la presencia de esta
proteina y ATP el sitio de activacion puede ser detectado (Figura 47d) generando la
separacion de las cadenas y la adicion de la primasa (Pol a) (Figura 47e) (Ali y Costa,
2016; Bruck et.al.,, 2015; Baxley y Bielinsky, 2016; Musialek y Rybaczek, 2015; Yao y
O’Donnell, 2016; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; O’'Donnell y Li, 2016; Parker, Botchan
y Berger, 2017).
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Figura 47. Mecanismo de ensamblaje y activacién del CMG. (A) ORC y Cdc6 reclutan dos
copias de Mcm2-7 — Ctd1 resultando en la formacion de un doble anillo sobrepuesto que se
envuelve alrededor del DNA. (B) DDK fosforila (flecha roja) la regién NTD de Mcm2, Mcm4, y
Mcm6 para promover el reclutamiento de SId3 — SId7 y Cdc45. (C) S-CDK fosforila (flecha roja)
Sld2 y SId3 para reclutar Dpb11 y asi reclutar GINS. (D) El reclutamiento de Mcm10 y ATP son
requeridos para activar el complejo y atraer a la Pol €. (E) La adiciéon de la Pol a resulta en la
sintesis de DNA (Modificada de Ali y Costa, 2016; Baxley y Bielinsky, 2016; O’'Donnell y Li, 2016;
Parker, Botchan y Berger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015).

A pesar de que es una proteina que carece de dominios cataliticos, Mcm10 se asocia a

los origenes de replicacion y facilita la activacion de CMG para ser parte del replisoma.
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Ademas, se han descubierto distintas regiones de interacciones directas entre Mcm10 y
varios factores de replicacion, incluyendo Mcm2-7, Cdc45, DNA Pol a, ORC, Ctf4 y PCNA;
asi, estos datos respaldan el modelo en el que Mcm10 coordina la actividad de CMG vy la
sintesis del DNA a través de la interaccion con diferentes enzimas de la horquilla
replicativa. Mcm10 presenta 3 dominios estructurales, CTD, NTD e ID, y cada uno
contiene regiones funcionales distintas implicadas en enlaces de unién de DNA — proteina
y/o proteina-proteina, siendo ID la regién que media estas interacciones. A su vez, ID
contiene sitios especificos de unién con Pol a, PCNA y Mcm2-7 por lo que esta implicada
en el replisoma (Baxley y Bielinsky, 2016; Parker, Botchan y Berger, 2017; Ravoityte y
Wellinger, 2017; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015).

Mientras el sitio de origen se desenrolla, es reclutada la Pol a al ssDNA, y mientras CMG
progresa y genera regiones mas grandes de ssDNA la proteina RPA protege esas
regiones. RPA es otra proteina que participa en la constitucion del replisoma, ésta
estabiliza las cadenas de ssDNA separadas mediante su unidon competitiva a este, pues
se une a las hebras cuyas uniones entre bases nitrogenadas han sido rotas,
manteniéndolas separadas e impidiendo que se vuelva a unir prematuramente, ademas
de que protege a esas cadenas de la actividad de endonucleasas. Se ha visto que Mcm10
participa en la estabilizacion de ssDNA antes de reclutar a RPA junto con el factor de
cohesion Ctf4 (O’'Donnell y Li, 2016; Yao y O’Donnell, 2016; Ravoityté y Wellinger, 2017;
Yurieva y O’Donnell, 2016).

Adicionalmente las células contienen una enzima que participa en la replicacion del DNA 'y
conforma el replisoma para replicar simultaneamente la dos cadenas del DNA; la primasa,
una proteina con accion RNA polimerasa que sintetiza los cebadores de RNA necesarios
para iniciar la replicacién, DNA Pol a también puede actuar como primasa, esta actividad
esta contenida en un heterodimero donde su subunidad pequefia va aiadiendo un primer
de aproximadamente 12 nt de RNA, mientras que su subunidad grande extiende esa
cadena a 25 — 40 nt para formar un hibrido RNA/DNA; es por eso que su actividad de
RNA Pol es la principal para empezar a formar el primer pues los rNTPs se encuentran 10
— 100 veces mas en la célula que los dNTPs. La baja fidelidad de las primasas RNA (tasa
de error del 1%) permiten que los primers sean identificados y los errores corregidos por
enzimas que escinden el RNA y lo remplazan con DNA; como ocurre con los fragmentos
de Okazaki. Pol a consiste de 4 subunidades, la subunidad mas grande, Pol1, contiene la

actividad de DNA polimerasa asi como el CTD; la segunda subunidad mas grande, Pol2 y
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las dos subunidades mas pequenas Prl1 y Prl2 son las que poseen la actividad de
primasa. Esta enzima se asocia con CMG, junto con otras proteinas incluyendo Ctf4,
topoisomerasa |, Mcm10 y FACT. Ctf4 es un homotrimero, donde cada subunidad esta
compuesto por una mitad CTD y otra NTD conectadas por un enlazador flexible; esta
proteina se une a Pol a o a GINS para asi unirse al complejo CMG y formar parte de la
maquinaria de replicacion creando un puente entre la Pol a y CMG para que exista
interaccion entre ellas (Figura 48a). Analogo a la actividad de PCNA, Cft4 recluta varios
factores a la horquilla de replicacion. También se ha visto que Ctf4 favorece la union de la
Pol ¢ a la maquinaria replicativa formando un complejo CMGE (Ctf4 — CMG - Pol ¢)
(Figura 48b) (O’Donnell y Li, 2016; Sun et.al. 2015; Baxley y Bielinsky, 2016; Pellegrini y
Costa, 2016; Yao y O’'Donnell, 2016; Yao y O’'Donnell, 2015; Yurieva y O’'Donnell, 2016).

Figura 48. Funcion de Ctf4 en el replisoma. (A) Ctf4 crea un puente entre Pol a y CMG, el évalo
morado indica las subunidades de Pol a con actividad primasa. (B) Forma el complejo CMGE al
reclutar a la Pol € en la cadena principal sobre la cual actia. La flecha azul indica la direccion en
que se iran abriendo las cadenas del DNA (Modificada de Sun et.al. 2015; O’'Donnell y Li, 2016;
Pellegrini y Costa, 2016).
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10.1.5 Replisoma eucariota

Las proteinas de replicacion, que conforman el replisoma, trabajan juntas mientras éste va
replicando ambas cadenas del DNA al mismo tiempo. Estudios recientes muestran que el
contacto polimerasa (Pol &/¢) — helicasa (Complejo CMG) es requerido para la sintesis de
la cadena principal, y que la energia que se libera por la incorporacién de dNTPs genera
un empujon extra para que la helicasa trabaje. Los primers de RNA producidos por la
primasa actuan estocasticamente entrando y saliendo del replisoma, por lo que no
conforman esta estructura al 100%. Aunque la arquitectura del replisoma eucariota no
estd bien dilucidada, muchos estudios avalan la funcién de las proteinas antes
mencionadas y por lo tanto se puede hablar de que conforman su estructura (Figura 49).
Se ha visto que la Pol € actiua sobre la cadena principal mientras que Pol & sobre la
rezagada, y que CMG forma una unidad central de organizacion que es referida como
RPC. A parte de CMG, el complejo RPC abarca las proteinas Ctf4, Pol a, Pol ¢, Mcm10,
Tof1, Csm3, Mrc1 y FACT; sabiendo exactamente la funcién de la CMG y las polimerasas,
sin embargo, en la mayoria de las demas proteinas de RPC se desconoce la
funcion/actividad en el replisoma, lo Unico que se puede exponer es que Mcm10 es
esencial para la replicacion pues favorece la union la Pol a, y que Ctf4 crea el puente Pol
a — CMG, asi como ayuda a formar el complejo CMGE. A diferencia del replisoma
bacteriano, no hay evidencia que RFC forme parte del RPC, ya que este se disocia
después de anclar a la PCNA (Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Yao y O’Donnell, 2015;
Yao y O’Donnell, 2016).

76



Figura 49. Estructura clasica del replisoma eucariota y sus componentes (Modificada de Cox,
Doudna y O’Donnell, 2012; Yao y O’Donnell, 2015; Yao y O’'Donnell, 2016).
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10.1.6 Enzimas adicionales involucradas en la replicaciéon eucariota

Existen otras proteinas que no son consideradas dentro del replisoma, pero que también
estan involucradas en la replicacion del material genético y ayudan a completar el
proceso, que se ven implicadas en la maduracion de los fragmentos de Okazaki (Figura
50). En la cadena rezagada los fragmentos de Okazaki en células eucariotas se
componen de 100 — 200 nt, esta longitud abarca el primer y la cadena sintetizada,
dejando espacios de 1 — 3 nt entre cada fragmento. Para formar una cadena continua, los
primers de RNA eventualmente deben ser removidos de los fragmentos de Okazaki y
remplazados con DNA. Los fragmentos son removidos por accion de la proteina RNasa H,
una enzima con actividad nucleasa que cataliza la hidrdlisis de RNA, es decir, una enzima
que escinde el RNA de los hibridos RNA/DNA de estos fragmentos; en células eucariotas
esta enzima es mas grande y compleja a comparacién de las procariotas y presenta 2
tipos (Bubeck et.al., 2011; Cerritelli y Crouch, 2009; Choe y Moldovan, 2017).

La RNasa H1 posee un HBD, un dominio que le confiere procesividad y afinidad por el
sustrato (primer RNA) donde se lleva a cabo la escision del primer en direccion 3'—5’.
Esta requiere que al menos el fragmento que va a cortar esté compuesto de 4 pb y que se
haya formado previamente una solapa del primer de RNA. La solapa se forma cuando la
PCNA ayuda a la Pol & para que ésta se desplace parcialmente sobre la cadena rezagada
y se vaya elongando hasta el extremo 5’ del primer del siguiente fragmento de Okazaki,
donde lo va empujando creando la solapa de RNA, que por hidrélisis de la RNasa H1 es
removida. Mientras que la RNasa H2 se compone de tres dominios: la subunidad
catalitica 2A y las subunidades estructurales 2B y 2C; la subunidad 2B media la
interaccion proteina — proteina entre la RNasa H2 y la PCNA, aunque la principal proteina
que actua es la RNasa H1. Cabe mencionar que esta proteina no es capaz de escindir el
extremo 5 del primer (solapa) por lo que se necesita de otras proteinas para la
eliminacion total del primer de RNA (Bubeck et.al., 2011; Cerritelli y Crouch, 2009; Choe y
Moldovan, 2017).

Un mecanismo complementario para que se dé la escision del primer, es cuando la PCNA
de igual manera, recluta a la proteina FEN1, una endonucleasa que remueve el extremo
5’ del primer restante del fragmento de Okazaki, escindiendo el extremo de la solapa
(Figura 50). FEN1 tiene como cofactor a la proteina Dna2, que esta involucrada en
procesar los fragmentos de Okazaki, pues es la encargada de cortar los fragmentos que

se escaparon de la escision de FEN1, ya que de igual manera posee actividad
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endonucleasa. La Dna2 es reclutada por RPA que protege al extremo 3’ de la cadena de
DNA evitando que sea removida. Una vez eliminado el primer, la Pol & continua
polimerizando la cadena hasta encontrarse con el extremo 3° OH del nucledtido del
siguiente fragmento de Okazaki, pero no es capaz de unir los nucledtidos dejando un
hueco entre ellos (Bubeck et.al., 2011; Zhou, Pourmal y Pavletich, 2015; Yao y O’Donnell,
2016).

Para esto, PCNA es capaz de reclutar a la DNA ligasa |, una enzima que eventualmente
sella estos espacios unos con otros, ya que forma enlaces fosfodiéster entre el extremo
fosfato 5’ del nucledtido previo con un grupo OH 3' del adyacente para unir los fragmentos
de Okazaki de la hebra rezagada dandole continuidad a la cadena (Figura 50) (Bubeck
et.al.,, 2011). Ambas enzimas, FEN 1 y ligasa |, interactian con PCNA para activar sus
funciones y asi promueven la maduracion de fragmento de Okazaki. Debido a que PCNA
se une al primer, esta proteina se empieza a acumular en la cadena rezagada, por lo que
necesita de un complejo tipo RFC para descargarla; como ya se habia mencionado, este
complejo se compone de Elg1 — RFC que sustituye la subunidad catalitica de RFC1 y es
sumamente importante para remover la PCNA del DNA, pues si no resultaria en defectos
en reparacion del DNA e inestabilidad cromosdmica; indicando asi, que la presencia de
PCNA en las fases G2/M del ciclo celular resultan téxicas para la célula (Yao y O’'Donnell,
2015; Choe y Moldovan, 2017; Yao y O’Donnell, 2016).
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Figura 50. Mecanismo de escision del cebador en eucariontes, maduracién de los
fragmentos de Okazaki. (1) La Pol & va desplazando el fragmento de Okazaki para formar la
solapa. (2) Se asocia RPA para proteger la cadena de DNA, en donde la RNasa H1 actua dejando
el extremo 5’. (3) FEN1 y Dna2 eliminan ese extremo. (4) La Pol & continua la sintesis dejando un
hueco que la DNA ligasa | cierra para formar una cadena continua (Modificada de Hardin,
Kleinsmith y Bertoni, 2015; Bubeck et.al., 2011; Choe y Moldovan, 2017).

El replisoma es un mecanismo molecular complejo que lleva a cabo la replicacién del
DNA y comprende varios sub-componentes (proteinas) que cada uno realiza una funcion

especifica durante el proceso. Como se observa en la tabla 9 se resume la funcién y
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caracteristicas de todas las proteinas antes mencionadas que conforman esta maquinaria

replicativa y estan involucradas en la horquilla de replicacion.

Tabla 9. Proteinas involucradas en la replicaciéon eucariota (Modificada de Parker,
Botchan y Berger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015; Yao y O’Donnell, 2015; Yao y
O’Donnell, 2016; Cox, Doudna y O’'Donnell, 2012).

Proteina Nume.ro de Funcién Complejo que
subunidades forma
ORC 6 Iniciador c i
omplejo pre-
Cdc6 1
© Catalizan la formacion CMG replicacion
Cdt1 1
. (preRC)
Mcm2-7 6 Helicasa
S-CDK 1 Fosforilan para activar y
DDK 1 estabilizar el complejo CMG
Mcm2-7 6 Helicasa
Pola 4 Primasa
Pold 3-4 Replicasa
Pole 4 Replicasa
PCNA 3 Abrazadera deslizante
RFC 5 Cargador de la abrazadera c e
RPA 3 Proteina tipo SSB 'om.p elo
replicativo (RC)
Cdc45 1
GINS 4 Cargan la DNA polimerasa
Sld2 1 al ORC y forman el
Sid3 1 complejo CMG (helicasa
Dpb11 1 activa y funcional)
Mcm10 1
. Sella los fragmentos de
DNA ligasa | 1 Okazaki
FEN1 1 Remueve primers RNA
Procesa los fragmentos de
Dna2 1 Okazaki
Topo.lsomerasa ! ! Desenrolla la doble hélice
Topoisomerasa Il 2

Como podemos ver, la creacion de nuevo DNA a partir de una molécula parental depende

de la accion del replisoma, un complejo multiproteico dinamico que emplea

funcionalidades de desenrollamiento (helicasa) y sintesis del DNA (primasa/polimerasa),
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acopladas a varios factores de procesividad (abrazadera deslizante y cargador de la

abrazadera), proteccion (proteinas de union a ssDNA) y anclaje del DNA.
10.1.7 Origen de replicaciéon

La replicacion tanto para organismos eucariontes como procariontes inicia en un punto
denominado origen de replicacion. El origen de replicacion (RO) se compone de
secuencias particulares en el genoma en donde la replicacion del DNA se inicia y parte
bidireccionalmente, esta abarca de 150 — 200 pb y contiene cuatro componentes
altamente conservados, secuencia A, secuencia B1, B2 y B3; estos elementos sirven
como sefial de inicio al lugar donde se uniran todas las proteinas replicativas previamente
mencionadas. La estructura especifica del origen de replicacion varia entre especies; pero
en su arquitectura comparten un dominio con promotores que poseen actividad AAA+ y un
CTD acoplado a WH, ambos interactian con regiones de origen en el DNA. En células
eucariotas existen multiples origenes de replicacién (multifocal) (Figura 51) debido a que
es necesario generar rapidamente copias del genoma, por lo que estos estan distribuidos
a lo largo de cada cromosoma. En humanos se encuentran 5x10* origenes de replicacion
distribuidos a lo largo de 23 cromosomas para duplicar un genoma de 6x10° pb;
obteniéndose un replicon, que es el DNA que se replica a partir de un origen de
replicacion especifico (Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015;
Ravoityté y Wllinger, 2017; Parker, Botchan y Berger, 2017).

Figura 51. Origen de replicacion en eucariontes (Modificada de Cox, Doudna y O’Donnnell,
2012).
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Para reconocer esas secuencias, en células eucariotas se usa un complejo proteico de
seis subunidades determinado ORC (Figura 52), donde 5 subunidades (Orc 1 — 5) poseen
la capacidad AAA+/WH, este elemento tiene actividades auxiliares que facilitan el
reconocimiento del sitio de origen, el reclutamiento de helicasa y la iniciacion de
interacciones con las proteinas replicativas. La subunidad Orc1 pose actividad ATPasa,
Orc4 y Orc5 tienen la capacidad de unirse a ATP pero no parecen hidrolizarlo, Orc 2 y
Orc3 se asocian a los nucleétidos. ORC es una proteina de iniciacién que primordialmente
permite reconocer las secuencias del origen de replicacion para el ensamblaje de la
helicasa, la formacién del preRC. Como se sabe, el ensamblaje de la Mcm2-7 a ORC
requiere de proteinas accesorias como Cdc6 y Cd1t para que ocurra, integrandolas dentro
del preRC. Asi el origen de replicacion se une al preRC para empezar a desenrollar el
DNA (Ravoityte y Wellinger, 2017; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Parker, Botchan y
Berger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015).

Figura 52. Estructura de los dominios de ORC (Bleichert, Botchan y Berger, 2017).

El ensamblaje de ORC es la respuesta primordial para la iniciacion de la replicacion,
donde sus 5 subunidades con AAA+ forman un anillo con hendedura para que la
subunidad Orc6 se pliegue en direccién a la molécula, asi el anillo rodea al DNA usando
su actividad AAA+/WH. Existe evidencia de que ORC se une primero al DNA antes de
formar el complejo preRC, esto lo hace gracias a que Orc1 también tiene la capacidad de
acoplarse al DNA y la cromatina (BAH), Orc6 posee TFIIB, un factor de transcripcién del

nucleosoma y Orc4 es capaz de reconocer repetidos de AT (Figura 53), una secuencia
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rica en adenina/timina que es facil de romper sus puentes de hidrégeno pues solo
presenta dos enlaces (Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Parker, Botchan y Berger, 2017,
Ravoityté y Wellinger, 2017).

Figura 53. ORC eucariota (Modificada de Bleichert, Botchan y Berger, 2017).

El ensamblaje de pre-RC debe ocurrir antes de la fase S del ciclo celular; posterior a la
union al DNA, ORC, Cdc6 y Cdt1 anclan a Mcm2-7 al complejo, todo este mecanismo
ocurre durante la fase G1; y ya en la fase S, la actividad de Mcm2-7 se completa al formar
el complejo CMG, como se menciond previamente el mecanismo conlleva a formar el RC
(Figura 54). Finalmente cabe mencionar que cada RO generara una horquilla de
replicacion, pues cada uno es un punto unién del ORC generando un replicon, teniéndose
que el replicon maximo que se genera de un solo ORC en humanos es de
aproximadamente 5 Mb (Figura 51) (Parker, Botchan y Berger, 2017; Ravoityté y
Wellinger, 2017; Musialek y Rybaczek, 2015; Bleichert, Botchan y Berger, 2017).
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Figura 54. Ensamblaje de preRC y RC (Modificada de Parker, Botchan y Berger, 2017).
10.1.8 Etapas de la replicacion eucariota

Los pasos requeridos para la replicacion son 6: reconocimiento del RO, montaje de
preRC, activacién de helicasa (RC), formaciéon y cargado del replisoma, replicacion y
terminacion de la replicacién; estos se pueden dividir en cinco etapas que garantizan que
la replicacién del DNA sélo ocurra una vez, las tres primeras ya han sido previamente

descritas, pero a manera de resumen se tiene que:
i. Pre-iniciacion

Durante la etapa de pre-iniciacion se produce la union de ORC a RO, esta etapa es

conocida como la seleccién del replicador, un proceso que consiste en identificar las
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secuencias que dirigiran la iniciacion de la replicacion y que se produciran en la fase G1.
Esta etapa esta mediada por la formacién de los pre-RC; el primer paso implica el
reconocimiento del replicador (secuencia) por ORC, una vez unida recluta a las proteinas
Cdc6 y Cdt1, proteinas de carga que reclutan a Mcm2-7. Hasta este punto abarca la
formacion del pre-RC y este no conduce al desenrollamiento inmediato del DNA, es
exclusivo de formacion durante G1 y precede a la activacion de la helicasa vy

reclutamiento de las DNA polimerasas (Figura 55a).
ii. Iniciacion

En esta etapa pre-RC se activa para reclutar las dos proteinas CDK y DDK que catalizan
la formacion del complejo activo de la helicasa CMG (fosforilan Cdc45 y GINS), la
fosforilacion de estas proteinas da como resultado el ensamblaje de CMG para empezar a
abrir las cadenas, cuando se tiene ssDNA la proteina RPA actua principalmente como
molécula protectora, aunque también posteriormente facilita el acceso de las polimerasas
(Pol a/d/e). Este acceso se da por las proteinas Sld2/3, Dpb11, Ctf4, PCNA, RFC, donde
las polimerasas se reunen en el RO en un orden particular iniciando con las Pol & y Pol ¢,
seguido de la Pol a; ya que esta ultima sintetiza el primer necesario para la activacién de
las polimerasas replicasas y asi dar inicio a la replicacion; facilitando la formacion del RC
(horquilla replicativa) y activacion del replisoma. La acoplacion de todas estas proteinas

ocurre en la fase S (Figura 55b).
iii. Elongacién

La elongacion abarca desde la etapa de la union primer — plantilla en donde PCNA y RFC
ensamblan las polimerasas replicativas, hasta la sintesis de las cadenas principal y
rezagada (Figura 55c). En el caso de la cadena rezagada, también abarca la maduracion
de los fragmentos de Okazaki en donde se necesita de escindir el primer de RNA por las
enzimas RNasa H1, FEN1, Dna2 y asi, la DNA ligasa | completarlas. Esta etapa también

se da en la fase S (Figura 55d).
iv.  Terminacion

Esta etapa se caracteriza cuando las horquillas de replicaciéon se encuentran entre si, y
se produce la terminacion, lo que resultara en la formacion de dos dsDNA. La terminacién
de la replicacion se da cuando el complejo CMGE pas6 a lo largo de toda la cadena

rezagada y converge con la horquilla de la cadena principal, haciendo que el dsDNA
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(replicado) se ligue, lo que conlleva al desmantelamiento del replisoma; pero al presentar
RO multifocales se genera un problema indicando que la conversién entre replisomas se
da de manera des-sincronizada creando multiples eventos de terminacion. Sin embargo,
estudios recientes revelaron que las horquillas de replicacion convergentes pasan de unas
a otras sin obstaculos y se disocian solamente después de que el dsDNA se ligdé vy
desencadend. La disociacion de CMGE se da empezando por la Pol €, pues al no haber
primer presente ésta no puede actuar y se separa, de igual manera ocurre con Pol 5.
CMG necesita ser ubiquitinizada en Mcm7 para que se disocie el complejo del dsDNA,
esto se logra por medio de la ubiquitina E3 ligasa que no degrada la proteina, sino que
modifica su actividad AAA+; favorecida por el reclutamiento de p97/VCP hacia la
cromatina se libera el complejo. Por medio de espectrofotometria de masas, se revel6 que
la ligasa E3 se compone de un dominio CRL2'RR' que le confiere su actividad de

ubiquitina ademas de ser un sitio de union al DNA (Figura 55d) (Akopian y Rape, 2017).
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Figura 55. Fases de la replicaciéon en eucariontes (Modificada de Cox, Doudna, O’Donnell,
2012).
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V.  Replicacion de telomeros

A pesar de que la replicacién termind al encontrarse las horquilla replicativas, el extremo
5’ de la parte telomérica del DNA recién sintetizado tiene una hebra de DNA mas corta
que la hebra madre molde; esta escasez es debido a la accion de la enzima telomerasa.
La telomerasa es un complejo ribonucleoproteico que posee una subunidad TERT, una
subunidad polimerasa y una subunidad RNA telomerasa. La RNA telomerasa contiene
una secuencia para la sintesis de teldmeros y tiene una funcién estructural muy
importante, pues actia como marco estructural para la formacion de la enzima activa;
también se ve involucrada en la formacion del centro activo de la telomerasa promoviendo
la adiciéon de nucledtidos durante la sintesis de repetidos teloméricos, pero requiere de
factores proteicos adicionales para su estabilizacion, adicion de nt correcta, regulacién de
actividad enzimatica, localizacion y transporte dentro de la célula. Su estructura se
compone de una regién “plantilla de nt” que sirve como modelo para la sintesis de
telomeros; un pseudo-grupo esta involucrado en posicionar esta regién en el sitio activo
de la enzima, y juntos interactuan con elementos STE que a su vez interactuan con el
dominio TERT; mientras que el extremo 3’ asegura la estabilidad de la RNA telomerasa
(motivo H/ACA). La RNA telomerasa madura humana (hTR) consiste de 451 nt, en donde
su extremo 3’ forma una estructura similar las estructuras en la familia de RNA H/ACA;
esta estructura consiste en dos horquillas conectadas por un puente (caja H) que contiene
un motivo 5-ACA-3’ localizado 3 nt antes del extremo 3’ de hTR, y otro puente
conformado por ACA al que se le asocian las proteinas NHP2, NOP 10, NAF1 y GARH1,;
todas esta proteinas le confieren estabilidad a la RNA telomerasa y previenen su
degradacion por exomas. Las horquillas estan conformadas por la caja CAB, el sitio de
interaccion telomero — telomerasa y la caja BIO que cataliza la adicion de nt; y el
complejo Cr4/CR5 le confiere su actividad TERT (Figura 56) (Wu et.al., 2017; Rubtsova
et.al. 2016).

Figura 56. Estructura de la RNA telomerasa (Modificada de Rubtsova et.al., 2016).
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Debido a que las DNA polimerasas solo pueden actuar en direccion 5—3’, no son
capaces de copiar el extremo 5 de una cadena lineal. Los extremos de los cromosomas
presentan un problema especial para el proceso de replicacién, ya que en la hebra
principal la adicion de polinucleétidos durante la replicaciéon puede extenderse siempre
hasta el extremo porque el primer es afiadido por atras. Sin embargo, en la cadena
rezagada, en el extremo 5 se presenta un punto en el que sin primer la polimerasa no
puede funcionar, creando una seccidén no polimerizada y un cromosoma acortado seria el
resultado. Para resolver este problema, los telomeros tienen repeticiones adyacentes de
secuencias de DNA simples (en humanos: TTAGGG) que no codifican para ningun RNA o
proteina pero tienen una funcion definida en la replicacién que es completar la cadena.
Asi, la enzima telomerasa es capaz de mantener los teldmeros catalizando su sintesis en
ausencia de una plantilla de DNA, pues agrega estas unidades de repeticion simples a la
cadena; ésta posee su propia plantilla de RNA que es complementaria a la secuencia
telomérica y va anadiendo nt al extremo 3’ (Figura 57); y asi, la cadena complementaria
puede ser sintetizada por Pol a usando un primer convencional de RNA (Rubtsova et.al.
2016; Pfeiffer y Lingner, 2013; Wu et.al., 2017).
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Figura 57. Mecanismo de accion de telomerasa (Autor, 2017).
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10.2 Replicacion Procariota

A diferencia de las células eucariotas, en organismos procariontes la maquinaria
replicativa es mucho mas sencilla aunque aun asi requiere de la accién coordinada de
diferentes tipos de proteinas para realizar el proceso. El replisoma procarionte fue descrito
y esta representado en el sistema de E. coli, y se compone de proteinas con accién
similar a las encontradas en el replisoma eucarionte. Aqui se describiran las
caracteristicas y funciones de las proteinas que componen la maquinaria de replicacién

procariota, haciendo comparaciones con las de organismos mas complejos.
10.2.1 DNA polimerasa

La primera proteina esencial para este proceso, la polimerasa, donde a diferencia de los
organismos eucariontes la polimerasa presenta 3 subtipos con diferente actividad y
funcién, como se observa en la tabla 10. Donde la DNA polimerasa | se encarga de la
reparacion y replicacion del DNA y también posee actividad exonucleasa pero en
direccién 5'—3’, la DNA polimerasa Il esta exclusivamente involucrada en reparacién y la
DNA polimerasa lll esta implicada en la sintesis de DNA, siendo la polimerasa replicativa.
Pol Il es la responsable de replicar el cromosoma procariota y su nucleo activo se
conforma por un heterodimero que contiene una subunidad a, una € y una 6 en cada
dimero (Figura 58a); en donde su actividad de polimerasa se encuentra en la subunidad
a, la subunidad € posee la actividad 3’ exonucleasa y el papel que juega la subunidad 6
aun no esta completamente descrito. Por medio de cristalografia se ha podido determinar
la estructura de la subunidad Pol Ill y ha revelado la presencia de un dominio PHP con
funcion desconocida, aunque se cree que la funcién del dominio PHP es que actia como
una pirofosfatasa, eliminando el subproducto de la sintesis de DNA con el fin de dirigir la
reaccion de polimerizacion en la direccion correcta de sintesis de DNA 5—3'. La
estructura de la proteina total se adapta a la organizacién de los dominios clasicos: palma,
pulgar y dedos precediendo el dominio PHP (Figura 58b), esto se ha visto en estudios
recientes que muestran que los sitios activos de las Pol |, Il y lll estan estructuralmente
relacionadas con la DNA Pol B de eucariontes (Dohrmann et.al., 2016; Barros et.al.,
2013).
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Figura 58. Estructura de la Pol lll. (A) Se presentan las 3 subunidades del heterodimero. (B) Se
presenta la estructura clasica de una polimerasa, incluyendo su dominio PHP (Modificada de
Dohrmann et.al., 2016; Barros et.al., 2013).

Tabla 10. DNA polimerasas en procariontes (Modificada de Cox, Doudna y O’Donnell,
2012; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

POLIMERASA
Caracteristica | | I}

Actividades enzimaticas:

Primasa (inicio) No No No
Polimerasa 5’—3’ (elongacion) Si Si Si
3 E.>’<onucleasa 3'—5 Sj Sj Sj
(correccion de pruebas)

5 Exonucleasa 5—-3 Sj No No

(eliminacién de primers)
Funcién en la célula:

Replicacién (sintesis

continuada de cadenas No No Si

nuevas, principal y rezagada)

Empalme de fragmentos de

Okazaki Si No No
Velocidad de replicacion:

Velocidad de polimerizacién 250 -2

(nt/seg) 16-20 2-7 000

Procesividad (nt afadidos Baja Media >10 Muy alta

antes de su disociacion) 3-200 000 >5x 105

10.2.2 Abrazadera deslizante

Al igual que eucariontes, la Pol Il necesita ser parte un complejo holoenzimatico (Pol Il
HE) para completar su funcién replicando tanto la cadena principal como la rezagada,

siendo sus subunidades las que forman parte de su estructura. Pol lll HE (Figura 60) se

93



compone de 10 subunidades clasicas: a, la subunidad catalitica de la polimerasa, € la
subunidad con actividad 3’ exonucleasa y 6 que son las tres subunidades que
comprenden el nucleo de la Pol lll y hay 2 presentes en cada Pol Il HE. La asociacion de
a y € incrementa la eficiencia catalitica de cada polipéptido, aumentando la incorporacion
de la subunidad B. B actua como abrazadera deslizante efectuando la funcién de la PCNA
(en eucariontes), encontrandose una subunidad B en cada nucleo Pol Ill. La principal
diferencia entre PCNA y B es que cada subunidad de 3 esta compuesta de tres dominios,
y se dimeriza para formar un anillo de seis dominios. Tanto B como PCNA estan incluidas
en la horquilla replicativa y ambas tienen homologia de secuencia (Figura 59), donde el
lado lateral de la abrazadera es relativamente delgada y tiene dos caras distintivas (la
cara C y la cara N). La abrazadera 3 se ensambla en el DNA por una de sus subunidades
que utiliza ATP para abrir y cerrar la abrazadera. Después de anclarse al DNA, la pinza de
B puede difundirse a través del ssDNA y asi unirse a la Pol Ill para formar parte del
complejo Pol lll HE (Dohrmann et.al., 2016; Glover y McHenry, 2010; Marians et.al., 2008;
Yao y O’Donnell, 2016).

Figura 59. Estructura de la subunidad B, abrazadera deslizante. La estructura de la izquierda
es la cara frontal de la proteina y la de la derecha es la cara lateral; se observa como es casi
idéntica la estructura de PCNA (Figura 42) (Modificada de Yao y O’Donnell, 2016).

10.2.3 Cargador de la abrazadera

A estas subunidades (a, €, 6, B) se le ensambla la proteina DnaX, que cumple la funcién
de ser el cargador de la abrazadera, como el RFC en células eucariotas y anclar la
subunidad B al complejo. DnaX es un complejo compuesto de seis subunidades
organizadas como 12y200'XW: dos subunidades 1 con dominios CTD que sobresalen de la
estructura para unirse al nucleo de la Pol Il por medio de la interaccion con a, también
interactia con la proteina DnaB en la horquilla de replicacién favoreciendo su rapido

desplazamiento; dos subunidades y que estan involucrados en el anclaje de la subunidad
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B al DNA; una 8, una &', una X y una ¥; estas ultimas 4 subunidades son idénticas y son
llamadas Tau, contienen una extension CTD de 24 kDa que une de dos a tres moléculas
de nucleo Pol lll a cada cargador de abrazadera (DnaX); esta region también conecta a la
molécula con la helicasa para rodear la hebra rezagada y favorecer la replicacion. La Pol
Il por si sola puede efectuar la sintesis de DNA, pero necesita formar el complejo Pol 1lI
HE para incrementar su sintesis a 1 Kb/seg, ademas de que tener dos polimerasas en un
complejo facilita la coordinacién de la sintesis de la cadena principal y la rezagada
(Dohrmann et.al., 2016; Glover y McHenry, 2010; Marians et.al., 2008; Ravoityté y
Wellinger, 2017). En la tabla 11, se puede ver resumida la funcion de cada subunidad del

complejo Pol Il HE.

Figura 60. Estructura del complejo Pol Ill HE (Modificada de Cox, Doudna y O’Donnell, 2012;
Yao y O’Donnell, 2016; Marians et.al., 2008).

Tabla 11. Subunidades del complejo Pol Il HE (Modificada de Cox, Doudna vy
O’Donnell, 2012; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

Subunidad Funcion

Nucleo: Sitio catalitico de la polimerizacion

aeb 5 -3’ y actividad 3’ exonucleasa
B Abrazadera deslizante
T Dimeriza el nucleo y se unen a este
% Ayuda a anclar la subunidad 3

® & X W Favorece carga de la enzima en el nucleo
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El inicio de la replicacion del DNA cromosémico requiere de un complejo dinamico en el
oriC, estos complejos se forman de una manera altamente ordenada y controlan eventos
cruciales necesarios para el desenrollamiento de la doble hélice del DNA, la union de la
helicasa, y la posterior construccién de horquillas de replicacion. Para seguir con el
proceso el DNA se debe ir separando, empezando con la topoisomerasa Il, una girasa

que genera una vuelta helical para aliviar la tensioén en la dsDNA y relajarlo.
10.2.4 Activacion del primosoma

El primosoma es la estructura que termina de desenrollar la doble hélice del DNA parental
y sintetiza los primers necesarios para iniciar la sintesis de los fragmentos de Okazaki y
para la cadena principal, se podria decir que es la estructura preRC comparandola con el
mecanismo eucariota. La composicion del primosoma puede variar dependiendo la
manera en la que la helicasa es introducida al DNA, pero sus componentes basicos son
las enzimas primasa y helicasa. Para que se origine el primosoma, se debe de dar una
sefnal en el oriC, secuencias de 9 pb, que participan en el ensamblaje de DnaA; para que
asi se forme una estructura nucleoproteica, pues su secuencia se pliega dando lugar al
complejo inicial de replicacién y por consecuencia a la horquilla de replicacion. La
estructura de DnaA se descubrié por medio de cristalografia con rayos X, y se revelé que
posee 5 sitios de unién al DNA (cajas R1 — R5). Las cajas R1 y R4 estan situadas en los
extremos de la regién de union y presentan una gran afinidad (Messer et.al., 2001; Ozaki
y Katamaya, 2009; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Yao y O’Donnell, 2016).

DnaA se une en forma de monémero en cuatro de sus cinco puntos de unién, formando
una estructura doblada en 40° que se denomina “caja DnaA”, el complejo inicial. Esta
requiere de las proteinas accesorias FIS, IHF y HU que doblan el DNA hacia los puntos
de unién de la DnaA; inicialmente genera una unién con la proteina FIS que ayuda a la
acumulacion de DnaA (oligomerizacion), posteriormente FIS abandona la caja (Figura 62).
Luego, IHF se une a uno de los puntos de unién de DnaA para atraer la presencia de la
proteina HU, ésta estimula la formacién de la caja pues se une al NTD de DNaA; para que
posteriormente una regién rica en AT (13 pb DUE) sea parcialmente desenrollada por la
topoisomerasa Il, a este proceso se le conoce como formacion del complejo abierto “caja”
(Figura 62). La proteina DnaA requiere formar un puente ATP — DnaA o ADP — DnaA
(ADLAS) por medio de sus cajas R2, R3 y R5 para iniciar la replicacién en el oriC y formar
el complejo inicial. Los sitios ADLAS son importantes para la regulacion de la formacion

de los complejos inicial y abierto. Este complejo es replicativamente activo y contiene
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aproximadamente 20 — 30 mondmeros de DnaA. Para poder generar la acumulacion de
DnaA, FIS requiere de un cofactor, la proteina DiaA, un homotetramero que presenta una
subunidad para cada sitio de unidon de DnaA y asi genera la union de multiples DnaA,
pues estabiliza la oligomerizacién de DnaA estimulando cooperativamente la posterior
formacion de ADLAS. La region rica en AT parcialmente desenrollada se extiende
aproximadamente de 28 a 44 — 46 pb en presencia de la proteina SSB que la envuelve
protegiéndola de su degradacién por endonucleasas, esta proteina actiua como la RPA de
eucariontes, su union es cooperativa pues cuando se une un tetramero de SSB aumenta
la afinidad del DNA por la caja abierta y la afinidad de union de DnaB a DnaA. La
replicacion del ssDNA envuelto por SSB requiere la union de DnaA a la horquilla seguida
de la union del complejo DnaB/DnaC (Figura 62). Este complejo, un doble hexamero
conformado se incorpora al complejo abierto de DnaA para interaccionar con él (Ozaki y
Katamaya, 2009; Ravoityté y Wellinger, 2017; Kaguni, 2011; Messer et.al., 2001; Yao y
O’Donnell, 2016; Bleichert, Botchan y Berger, 2017).

En su estructura DnaA presenta 4 dominios (Figura 61), siendo los dominios | y Il los que
poseen sitios de interaccion/union con DnaB para integrarla a la caja abierta, ademas el
dominio | favorece la oligomerizaciéon de DnaA junto con FIS. El dominio Il tiene la funcién
de contener un enlazador flexible que le provee la capacidad a la proteina de unirse al
DNA. Y en el dominio IV se encuentran motivos con actividad de AAA+ para llevar a cabo
sus funciones y es donde se coordina la formacién de ADLAS y el dominio por el cual se
une al DNA (Martinez et.al., 2017).

Reclutamiento y i Oligomerizacionde
oligomerizacion de ! ! Dnah : Region de o
DnaA i Enlazador | gitig de unidn a ssDNA, | uniona Sitio de
Sitiode uniona flexible | DnaB, ATP i membrana Ugﬁ; a

1-8  87-134 135 - 356 357 - 374 375 - 467
Figura 61. Estructura y funcion de los dominios de DnaA (Modificada de Martinez et.al., 2017;

Messer et.al., 2001).

10.2.5 Enzimas involucradas en el replisoma procariota

DnaB es una proteina que pertenece a la familia de las helicasas y actia en direccion
5' -3’ de la cadena parental para separar el dsDNA, posee dominios que utilizan una

cadena plegada similar a RecA para llevar a cabo su funcion; comparandola con el
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mecanismo eucarionte, esta proteina desempefa el papel de Mcm2-7, y actualmente no
se han encontrado homdlogos de las subunidades Cdc45 y GINS para organismos
procariontes, indicandonos que DnaB es capaz de activarse sin tener que formar un
complejo mayor. Su estructura es hexamérica formada por tres dimeros alineados en
forma de anillo con un orificio central por el que se cree pasa el DNA y necesita de ATP
para poder activarse. El ssDNA que pasa por el canal central de DnaB sirve como plantilla
para la sintesis de los fragmentos de Okazaki en la cadena rezagada. Una vez activa, el
mecanismo que genera para separar las cadenas es rotatorio al translocarse a través del
DNA vy desenrollarlo (Kaguni, 2011; Martinez et.al., 2017; Bleichert, Botchan y Berger,
2017; Ozaki y Katamaya, 2009; Ravoityté y Wellinger, 2017).

Para poder integrarse a complejo abierto de DnaA, la helicasa debe formar un complejo
con DnaC. DnaC es una proteina que estabiliza y coloca a DnaB en la horquilla, cumple la
funcién de ser el cargador de la helicasa, integrando DnaB a los dominios | y Il de DnaA,
y requiere actividad AAA+ para llevar a cabo su funciéon. Una vez que se ensambla el
complejo de iniciacion abierto formado por DnaA/DnaB/DnaC, sufre una remodelacién
estructural, provocando que DnaC se disocie del complejo abierto; ésta debe separarse
de DnaB una vez que lo integré al complejo pues inhibe su actividad de helicasa, al
separarse genera hidrélisis de ATP lo que activa a la DnaB y avanza agrandando la
horquilla replicativa. EI complejo resultante son dos hexameros de DnaB, cada uno en el
extremo 5’ de cada cadena de DNA; cada hexamero interactia con una primasa, pues se
ha visto que el movimiento de DnaB es requerido para producir cadenas simples de DNA,
el blanco de la primasa (Martinez et.al., 2017; Kaguni, 2011; Bleichert, Botchan y Berger,
2017; Yao y O’Donnell, 2015; Messer et.al., 2001).

La primasa procariota es una proteina con una subunidad Unica que presenta una
homologia con el sitio activo de las topoisomerasas, esta proteina genera primers de RNA
de 12 nucledtidos para que pueda actuar la polimerasa (complejo Pol Ill HE). El iniciador,
requerido por la Pol Ill para la sintesis de DNA, es suministrado por la proteina DnaG, la
primasa en estos organismos. Este monodmero interactua con DnaB mientras se desplaza,
la asociacion genera los fragmentos de Okazaki, sugiriendo que la helicasa y la primasa
procariotas coordinan sus funciones dando lugar al primosoma, conjunto de proteinas que
van a dar lugar a la sintesis del iniciador (Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Yao y
O’Donnell, 2015; Yao y O’'Donnell, 2016).
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Figura 62. Mecanismo de activaciéon del primosoma e iniciacién de la replicacion. Activacion
del oriC, iniciacion de la replicacion (Modificada de Cox, Doudna y O’Donnell, 2012; Messer et.al.,
2001; Kaguni, 2011; Bleichert, Botchan y Berger, 2017).
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10.2.6 Replisoma procariota

Cabe mencionar que por cada DnaB, se integra un complejo Pol lll HE por medio de su
subunidad tau a la cadena principal y dos a la rezagada, y se asocia al primer formado por
DnaG, teniéndose que DnaB cumple dos funciones: actividad helicasa y activacion de
DnaG; pues la interaccion periodica DnaB/DnaG es suficientemente fuerte para que una
Pol Il sintetice la hebra principal y las otras dos Pol Ill generen los fragmentos de Okazaki
en la hebra rezagada (Martinez et.al., 2017; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Yao y
O’Donnell, 2016).

La abrazadera deslizante (subunidad ) organiza todas estas enzimas dentro del
replisoma para que se lleve a cabo el proceso, su estructura esta representada en la
Figura 63; siendo la primasa y la helicasa las dos enzimas que difieren mas entre
organismos procariontes de eucariontes, aparte las DNA polimerasas (Martinez et.al.,
2017; Bleichert, Botchan y Berger, 2017; Yao y O’Donnell, 2016).
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Figura 63. Estructura clasica del replisoma procariota y sus componentes (Modificada de
Cox, Doudna y O’Donnell, 2012; Yao y O’Donnell, 2015; Yao y O’Donnell, 2016).
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10.2.7 Enzimas adicionales involucradas en la replicaciéon procariota

Al igual que en eucariontes, el proceso de replicacién necesita ser completado por otras
proteinas implicadas en la maduracion de los fragmentos de Okazaki. Los fragmentos de
Okazaki procariontes son de 1 — 2 Kb de longitud, mucho mas grandes que los
eucariontes (100 — 200 nt), estos son formados por la Pol lll y al terminarlos ésta enzima
es rapidamente expulsada del complejo holoenzimatico desanclandose de la subunidad (3;
para completar la sintesis en E. coli los primers de RNA son removidos por una
mecanismo combinado entre la RNasa HIl y la Pol | (Yao y O’Donnell, 2015; Martinez
et.al., 2017; Yao y O’Donnell, 2016; Kaguni, 2011; Canovas, 2012).

Al separarse la Pol Il la subunidad 3 se vuelve rapidamente el objetivo de la Pol I, RNasa
HIl y la ligasa; el proceso se da por la accion conjunta entre RNasa HIl — Pol | pues como
se sabe la RNasa es una enzima capaz de escindir fragmentos de RNA y la Pol | ademas
de su accion polimerasa posee una actividad exonucleasa que le provee la capacidad de
hidrolizar acidos nucleicos ya sea en direccion 5—3’ 0 3’—5’; por lo que ambas remueven
los fragmentos de Okazaki desde el extremo 5, permitiendo reemplazar RNA por DNA. A
diferencia del mecanismo de eliminacién del primer eucariota en los organismos
procariontes no se requiere de una enzima extra con actividad 5 endonucleasa como
FEN1, pues a pesar de que la RNasa procarionte tampoco remueve estos extremos la
accién conjunta de la Pol | lo hace dejando solo un pequefio hueco que va a ser
completado por la DNA ligasa | dandole continuidad a la cadena (Figura 64) (Yao y
O’Donnell, 2015; Martinez et.al., 2017; Yao y O’Donnell, 2016; Kaguni, 2011; Canovas,
2012).

Es importante mencionar que la formacién de los fragmentos de Okazaki en procariontes
crea bucles de DNA en la cadena rezagada (Figura 62), esto es debido a que cuando la
Pol Il de disocia del complejo holoenzimatico crea una unién con la helicasa DnaB, estos
bucles no poseen ninguna funciéon y su formacién probablemente se deba a que las
polimerasas (Pol Ill) para la cadena principal y la rezagada son del mismo tipo, a
diferencia de organismos eucariontes donde la Pol ¢ sintetiza la cadena principal y la Pol 6
la rezagada. En la cadena principal también se existe un contacto Pol — helicasa y éste es
importante para la actividad de ambas enzimas, por lo que en esta cadena también se
forma un bucle de ssDNA que es protegido por SSB (Yao y O’Donnell, 2015; Martinez
et.al., 2017; Yao y O’Donnell, 2016; Kaguni, 2011; Canovas, 2012).
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En la tabla 12 se resumen la funcion y caracteristicas de todas las proteinas antes
mencionadas que conforman la maquinaria replicativa procariota y estan involucradas en

la horquilla de replicacion.

Pal 1 Fragmento de

w Okazaki
5 A
3' | | | ]]

Subunidad B

Primer RHA
[ | [ |1

(2]
Poll RMasa HII

=

DMA ligasa |

':'_(.}L

Figura 64. Mecanismo de escision del cebador en procariontes. (1) La sintesis del fragmento
de Okazaki es completada por Pol lll. (2) Se libera la Pol lll y se recluta Pol | — RNasa Hll, la Pol |
remueve RNA vy sintetiza DNA. (3) Se libera Pol | — RNasa HIl y se recluta DNA ligasa I. (4) Se
completa la cadena dandole continuidad (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015; Yao y
O’Donnell, 2015; Yao y O’'Donnell, 2016).
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Tabla 12. Proteinas involucradas en la replicaciéon procariota (Modificada de Bleichert,
Botchan y Berger, 2017; Yao y O’Donnell, 2015; Yao y O’Donnell, 2016; Cox, Doudna y

O’Donnell, 2012).

Numero de

FHEEE subunidades

Topoisomerasa

1l .
Dna A 1
FIS
HU
IHF 2
Dna B 6
Dna C 1
DnaG 1
SSB 4
Pol Ill HE 17
Pol | 1
RNasa Hil 1
Ligasal 1

10.2.8 Origen de replicacion

Funcion

Girasa: libera tension torcional
generada por el
desenrollamiento del DNA
Iniciador, se une al oriC
Estimula la oligomerizacion de
DnaA

Proteina histona: estimula la
iniciacion

Helicasa: desenrolla el DNA
Cargador de la helicasa,
requerida por DnaB para
integrarse a la caja de DnaA
Primasa: sintesis de cebador
Se une al DNA se facilita
actividad de DnaA

Sintetiza las cadenas de DNA
Procesa los fragmentos de
Okazaki: remueve RNA
Procesa los fragmentos de
Okazaki: remueve RNA

Sella los fragmentos de Okazaki

A diferencia de organismos eucariontes, en células procariotas la replicacion es

monofocal, es decir, tiene un punto de origen unico (oriC), ésta comienza siempre en un

punto determinado del cromosoma circular. Entre bacterias varia el tamafio del origen,

pero todos contienen sitios de union para la proteina DnaA y que se inicie el complejo, el

oriC se compone de una secuencia de 9 pb que sirve como sitio de union de las proteinas

requeridas para iniciar la replicaciéon del DNA; adyacente a ésta se encuentra una region

de 13 pb rica en repetidos de AT (DUE) que puede desnaturalizarse con facilidad
formando un oriC de 245 pb (Figura 65) (Martinez et.al., 2017; Yao y O’Donnell, 2016;
Messer et.al., 2001; Bleichert, Botchan y Berger, 2017).
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Figura 65. Origen de replicacion en procariontes (Modificada de Yao y O’Donnell, 2016; Messer

et.al., 2001).

Veinte a 30 mondmeros de la proteina iniciadora de la replicacion (DnaA) se unen a las
repeticiones de 9 pb, y el DNA se enrolla alrededor del complejo que forma la proteina.
Este enrollamiento estimula la region rica en AT a desenrollarse permitiendo la activaciéon
del primosoma, lo que conlleva a la formacion de dos horquillas de replicacién que se
mueven en direcciones opuestas a lo largo del cromosoma circular duplicando el material
genético (Figura 66) (Yao y O’Donnell, 2016; Martinez et.al., 2017).
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Figura 66. Replicacion monofocal y bidireccional en procariontes (Modificada de Cox, Doudna
y O’Donnell, 2012; Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

10.2.9 Etapas de la replicacion procariota

Sabiendo todas las etapas que involucra la replicacion la podemos dividir en tres fases
(Figura 67):

Iniciacion
La replicacién de comienza en un sitio especifico y es bidireccional, esta fase abarca la

formacion de la caja de DnaA hasta la asociacion y activacion del primosoma.
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ii. Elongacion
Esta fase implica la asociacion del complejo Pol lll HE al primosoma formando el

replisoma y extendiéndose por todo el DNA.

iii. Terminacion
Las dos horquillas de replicacion avanzan en sentidos opuestos y como la velocidad de
replicacién es la misma para ambas horquillas, se encuentran en un sitio de terminacion
diametralmente (180°) opuesto al origen. En E. colihay 6 sitios de terminacién
llamados Ter, que son secuencias de 22 pb reconocidas por la proteina Tus (inhibidor de
DnaB), la secuencia al no ser simétrica genera que la proteina se coloque en una
determinada orientacion; asi, el complejo Tus-Ter genera una sefal de terminacién de la
replicacion. Al ser circular el DNA procariota, una vez terminada la replicacion las cadenas
quedan entrelazadas pero la Topoisomerasa Il las rompe y estas se separan quedando

dos copias idénticas del DNA parental (Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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Figura 67. Fases de la replicacion en procariontes. (1) Desenrollamiento del oriC, reclutamiento
de DnaA y helicasa. (2) Asociaciéon de primosoma. (3) Asociacion de la subunidad B. (4) Asociacion
de Pol Ill (complejo) y elongacion, formacion del replisoma. (5) Movimiento del replisoma

bidireccionalmente. (6) Finalizacién (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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Tabla 13. Comparacion entre organismos de las proteinas involucradas en la
replicacion (Modificada de Yao y O’'Donnell, 2015; Yao y O’Donnell, 2016).

.. . . Proteina en
Funcioén Proteina en eucariontes .
procariontes
In|C|.o deflla ORC DnaA que r.econoce el
replicacion oriC
Girasa Topoisomerasa |l y Il Topoisomerasa Il
Helicasa Complejo CMG DnaB (DnaB/DnaC: para
(Cdc45/Mcm2-7/GINS) integrarlo)
Proteina
protectora del RPA SSB
DNA
Primasa Pol a DnaG
Polimerasa Pol 5/ Pol Ill
(replicasa)
Abrazadera PCNA Subunidad B
deslizante
Cargador de la RFC DnaX
abrazadera
Escision de RNA RNasa H1 RNasa HIl / Pol |
Endonucleasa &’ FEN1 No necesita
Ligasa DNA ligasa | DNA ligasa |

Tabla 14. Diferencias de los fragmentos de Okazaki entre organismos eucariontes y

procariontes (Autor, 2017).

100 — 200 nt 1-2Kb
Enzima encargada de la extension de los Pol Pol 1l
fragmentos de Okazaki
Remocion del cebador RNasa H1 RNasa Hll / Pol
I
Espacio entre cada fragmento 1-3nt No hay
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11.TRANSCRIPCION

La transcripcion es el primer paso de la expresion génica, el proceso por el cual la
informacion de ungense utiliza para generar un producto funcional, proteina. La
transcripcion del DNA es un mecanismo fundamental para el control celular y para la
expresion de la informacion genética, pues permite que la informacion de un cromosoma
llegue al resto de los organelos celulares. La transcripcién no es un proceso continuo, sino
temporal; es decir, no todo el DNA se transcribe simultaneamente, sino que existen
determinadas regiones que se transcriben en distintos momentos, en dependencia de las
condiciones fisioloégicas de la célula y en respuesta a diferentes estimulos del medio
externo e interno; el objetivo de la transcripcidon es producir una copia de RNA (mRNA) de
la secuencia de DNA de un gen que contiene la informacidon necesaria para generar una
proteina (Figura 68). La transferencia de la informaciéon del DNA hacia el RNA se realiza
siguiendo las reglas de complementaridad de las bases nitrogenadas, en donde la base
complementaria a la adenina en vez de ser timina sera uracilo (U); y el RNA producto de
la transcripcion recibe el nombre de transcrito. A diferencia de la replicacién que forma
una copia completa de un cromosoma, la transcripcion solamente copia el gen que va a
codificar para la proteina, el CDS (Kim y Jinks-Robertson, 2012; Canovas, 2012; Aguilera
y Gaillard, 2014).

Figura 68. Esquema general de transcripcion (Modificada de Khan Academy, 2017).

El proceso es similar a la replicacion, con la diferencia de las enzimas y los precursores
necesarios para realizar el proceso; a manera general la transcripcion abarca 4 etapas,
reconocimiento del promotor, iniciacion, elongacion y terminacion (Figura 69). La
transcripcién comienza con la descondensacion del DNA parental, que sirve de molde

para ser copiado, asi, las enzimas helicasa y girasa cortan los puentes de hidrégeno entre
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bases nitrogenadas de una hebra y otra y evitan que las hebras recién separadas se
enreden, para que asi los factores de transcripcidon se unan a un sitio de DNA rico en
adenina y timina (caja TATA) que sirve como promotor de la transcripcion, pues es una
secuencia de reconocimiento de inicio; ésta se encuentra “rio arriba” de la regién del DNA
a transcribir, en eucariontes aproximadamente 25 pb antes del inicio de transcripcion.
Posterior a la union de los factores de transcripcion a la caja TATA, la enzima RNA
polimerasa reconoce un sitio de inicio (TAC) y comienza la transcripcién a partir de una
cadena de DNA molde (sentido 3'—>5’) ya que la transcripcion ocurre en direccion 5 —3’
por el sentido en que opera la RNA Pol, por lo que la otra cadena de DNA (sentido 5—3’,
codificante) no se transcribe; ésta va anadiendo rNTPs creando una reaccion de
condensacion entre el grupo trisfosfato 5' del rNTP entrante y el grupo 3'-OH del ultimo
nucledtido de la cadena formando un enlace fosfodiéster que lo une a la cadena (Aguilera
y Gaillard, 2014; Kim y Jinks-Robertson, 2012; Canovas, 2012).

Figura 69. Etapas de la transcripcion (Modificada de Aguilera y Gaillard, 2014).
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La transcripcion puede terminar por dos mecanismos en organismos procariontes, la
terminacion dependiente de Rho o la terminacion directa (independiente de Rho). En la
terminacion dependiente de Rho la transcripcion continla hasta que se encuentre
una secuencia de término (ATT, ACT, ATC) que es reconocida por la proteina Rho, la cual
separa a la RNA Pol del DNA. Y en la terminacion directa continda hasta encontrar un
bucle que desestabiliza la union DNA/RNA. El proceso molecular de transcribir la
informacién genética contenida en el DNA al lenguaje molecular simple del DNA esta
mediado por varias enzimas; en células eucariotas el DNA se mantiene en el nucleo pero
las proteinas son producidas en el citoplasma entonces para que una molécula de DNA
genere una proteina ésta debe ser transcrita en una molécula de RNA que sirve como
intermediario pues se mueve al citoplasma ademas de servir como plantilla para producir
la proteina. En organismos eucariontes la transcripcién ocurre dentro del nucleo, mientras
que en las células procariontes, al no existir nucleo el proceso ocurre en el citoplasma, y
en la medida que se va formando el mMRNA éste es leido simultaneamente por los
ribosomas (Aguilera y Gaillard, 2014; Kim y Jinks-Robertson, 2012; Canovas, 2012).

A diferencia de los procariontes, los transcritos eucariontes necesitan someterse a
algunos pasos de procesamiento antes de traducirse en proteinas. En eucariontes se
genera un pre-mRNA pues terminada la transcripcion se agrega al transcrito una
caperuza en el extremo 5 (capping) y se lleva a cabo una poliadenilacién por la enzima
poli-A-polimerasa (PAP) que afiade una cola poli-A en el extremo 3’ con el fin de proteger
al transcrito de RNA. Para organismos eucariontes la transcripcion involucra varias
etapas, en donde el primer transcrito (DNA—RNA) abarca tanto exones como intrones,
éstos son removidos por medio de mecanismos de empalme antes que el pre-mRNA pase
del nucleo al citoplasma creando un mRNA maduro que es el que sera empleado para la
traduccién y formara la proteina (Kim y Jinks-Robertson, 2012; Aguilera y Gaillard, 2014;
Céanovas, 2012).

La transcripcion es selectiva ya que solo se sintetiza RNA a partir de ciertas regiones que
son las codificantes para la proteina; es monocatenaria pues la cadena de RNA recién
sintetizada tiene la misma informacion que una de las cadenas del DNA (la cadena molde
de la cual parte la transcripcion), solo se requiere de transcribir una cadena de DNA
debido a que el RNA es monocatenario y por el sentido en que actua la RNA Pol. Es

reiterativa, ya que puede estar ocurriendo la transcripcion de una misma region de DNA
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(un gen) simultaneamente (Figura 70) (Aguilera y Gaillard, 2014; Kim y Jinks-Robertson,
2012).

Figura 70. Propiedades de la transcripcion (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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11.1  Transcripcion Eucariota

Para comprender la transcripcion del DNA como el primer paso en la decodificacion y
expresion de la informacion genética es necesario explicar algunos aspectos sobre la
molécula intermediaria del proceso, el RNA. Su estructura basica al igual que el DNA
incluye una molécula de azucar, pero en este caso sera la ribosa, un grupo fosfatoy
una base nitrogenada; tres de ellas son las mismas bases que se encuentran en el DNA,
mientras que la timina es sustituida por el uracilo. A diferencia del DNA el RNA es
monocatenario pues posee solo una hebra la cual puede sobre-enrollarse sobre si misma
segun segmentos de complementariedad parcial constituyendo estructuras secundarias
del RNA que se veran involucradas en los procesos enzimaticos necesarios para creacion

de proteinas (Aguilera y Gaillard, 2014).

Mediante un experimento que se denomino pulso y caza, se descubrié que el RNA era el
intermediario simple entre el DNA y los ribosomas de una célula, responsables de
sintetizar proteinas; éste experimento permitid establecer que el RNA lleva la misma
informacién contenida en el gen pero en un lenguaje molecular mucho mas simple y de

facil lectura para la célula (Kim y Jinks-Robertson, 2012; Aguilera y Gaillard, 2014).

A grandes rasgos, el experimento consistio en hacer crecer una célula en un medio de
cultivo enriquecido con precursores radiactivos de RNA (uridina tritiada), para realizar un
seguimiento durante un breve periodo de tiempo (pulso). Una vez que las células han
incorporado la uridina tritiada se transfieren a un medio con precursores sin marcar
(caza); de esta forma es posible seguir el RNA marcado durante el pulso pues la sintesis
del nuevo RNA se producira con precursores sin marca. En un primer tiempo observado
estos se encontraban en el interior del nucleo celular, de modo que se dedujo que el RNA
se forma y encuentra dentro del nucleo de las células eucariontes; en un segundo tiempo
observado se evidencid que el RNA se encontraba fuera del nucleo asociado a
ribosomas, de modo que se concluyé que esta biomolécula es capaz de movilizar la
informacién genética hasta los ribosomas donde la informacidon genética es leia y
codificada en productos proteicos (Kim y Jinks-Robertson, 2012; Aguilera y Gaillard,
2014).
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11.1.1 RNA polimerasa

La sintesis de RNA a partir de DNA se lleva a cabo por la accién de la enzima RNA
polimerasa dependiente de DNA que consta de un complejo con multiples subunidades
que abarcan de 12 — 17 subunidades dependiendo del tipo de enzima. Es una enzima que
al igual que la DNA polimerasa cataliza la adicién de nt al extremo 3’ de la cadena a
sintetizar. A diferencia de la DNA Pol, la RNA Pol no necesita de un cebador para iniciar la
sintesis pues simplemente se une a la cadena molde de DNA y comienza la sintesis
complementaria. En 1969 Roeder y Rutter descubrieron que en las células eucariotas,
existen tres tipos de RNA polimerasas basandose en 3 suposiciones: (Zhang, Najmi y

Schneider, 2017; Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012).

. El RNA ribosémico tiene una composiciéon de base diferente de otras clases de
moléculas de RNA.

. Los genes ribosémicos se encuentran en el nucléolo, mientras que otras clases de
moléculas de RNA se dispersan en el nucleoplasma.

« La regulacién de la sintesis de RNA ribosomico y de RNA dependiente de DNA, es

independiente.

Asi, se tiene que la RNA Pol | se encarga de sintetizar rRNA que conforma la gran
subunidad de los ribosomas; la RNA Pol Il transcribe los genes codificadores de proteinas
(mRNA) y la mayoria de los RNAs reguladores no codificantes, y la RNA Pol lll interviene
en la transcripcién de pequenos RNA, la subunidad 5S del rRNA y tRNA (tabla 15)
(Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Lewis, Doherty y Clarke, 2008).

Tabla 15. Tipos de RNA polimerasas (Modificada de Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011;

Trujillo, Guzman y Carredn, 2014).

Tipo de RNA Tamano
Localizacion Producto Subunidades
Pol (kDa)
RNA Pol | Nucléolo 28, 18 y 5.8 rRNAs 12 ~500
RNA Pol Il Nucleoplasma MRNA, snRNA 14 597
5S rRNA, tRNA, nsRNA
RNA Pol I Nucleoplasma (U6) 17 ~700
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A diferencia de la Pol Ill, Pol | y Pol Il transcriben genes largos, por lo que se encuentran
con barreras de cromatina, y ambas requieren de emplear una estructura promotora que
se encuentra “rio arriba” de la regién del inicio de la transcripcion. La RNA Pol | presenta
14 subunidades mientras que RNA Pol Il presenta 12 compartiendo 5 subunidades entre
si, sin embargo, la subunidad donde se encuentre el sitio catalitico activo de cada enzima
no la comparten, siendo asi que la segunda polimerasa es la que participa en la
transcripcién del DNA. En general, la RNA Pol Il tiene una estructura en forma de “pinza

de cangrejo” que posee cuatro nodulos rigidos, el “nucleo”, “estante”, “abrazadera” y
“lébulo mandibular”, con dominios modulares menores anclados a cada uno. El ndcleo y el
estante constituyen la parte central de proteina de donde se forman los canales primario y
secundario y de donde salen en forma de protuberancia la abrazadera y I6bulo mandibular
como las pinzas de un cangrejo. El canal primario sirve como sitio de union de los acidos
nucleicos y es el mas grande, mientras que el canal secundario, el pequefio, sirve como
poro de entrada de los rNTPs (Figura 71) (Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Sekine,

Tagami y Yokoyama, 2012; Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011).

Para la elongacion del transcrito la RNA Pol forma un complejo de elongacion (EC) que es
capaz de desenrollar el dsDNA e incorpora un nt elongando la cadena de manera
nucledtido-dependiente, reaccién que requiere de Mg?* como cofactor (Zhang, Najmi y
Schneider, 2017; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011).
La doble hélice del DNA es desenrollada cerca del sitio catalitico de la enzima formando
un hibrido DNA-RNA de 9 — 10 pb que se forma entre la cadena molde de DNA y el RNA
sintetizado. Como ya menciond, la RNA Pol Il agrega rNTPs al extremo 3’ del hibrido y
estos son proporcionados por el canal secundario; adicionalmente la enzima posee dos
elementos estructurales flexibles que son esenciales para su actividad, el bucle del gatillo
y puente entre hélices (entre los canales) y son conservados cerca del sitio catalitico. La
RNA Pol Il cuenta de 12 subunidades (RPB1 — RPB12) donde las mas grandes (RPB1,
RPB2 y RPB3) constituyen el nucleo funcional y estructural de la enzima, RPB1 esta
involucrada en la transcripcidn no selectiva y dependiente de promotores, se une al DNA
molde y participa en la elongacion de la cadena de RNA; los dominios RPB5, RPBG,
RPB8, RPB10 y RPB12 son los que comparte con la RNA Pol I; mientras que RPB4,
RPB9 y RPB11 no son esenciales para la transcripcion (Figura 72) (Zhang, Najmi y
Schneider, 2017; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011).
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Figura 71. Esquema de la estructura de la RNA Pol Il (Modificada de Sekine, Tagami y
Yokoyama, 2012).

Figura 72. Estructura de los dominios de la RNA Pol Il. (Modificada de Tagami, Sekine y
Yokoyama, 2011)

11.1.2 Ntcleo del promotor

Estudios recientes muestran que la transcripcion inicia en una region dentro de un
segmento de DNA de aproximadamente 50 — 100 pb que es capaz de ensamblar a la
RNA Pol Il y asociar factores generales de transcripciéon (GTFs) necesarios para la

iniciacion de la transcripcién, ésta region es denominada nucleo del promotor.

El nucleo del promotor estd compuesto de secuencias en direccion 5' de un gen que es
suficiente para iniciar la transcripcion del DNA, éste funciona como plataforma en donde
se ensambla la maquinaria de transcripcién. El ensamblaje de esta maquinaria al nucleo
del promotor es iniciado por la interaccién de factores de transcripcion especificos con sus
secuencias reguladoras (rio arriba); muchos nucleos del promotor tienen un gran nimero

de genes codificantes y se han conservado a lo largo de la evolucidon, denominados
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elementos canonicos (Figura 73a). Los elementos candnicos son reconocidos por
varios GTFs de forma especifica de modo que permite el ensamblaje de una
superestructura (casi cuaternaria) de varias proteinas que forman un complejo
transcripcional que rodea al sitio de inicio de la transcripcidon (TSS) pues constan de ser
una region NFR; incluyendo a los GTFs, la RNA Pol Il y los elementos a reconocer (Roy y

Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carredn, 2014).

Dentro de éstos elementos se encuentra la caja TATA, Inr, BRE, DPE y DCE; también
existe la caja CCAAT que no es normalmente considerada dentro de los elementos
canonicos y se encuentra 50 — 80/100 pb rio arriba del TSS. Los elementos candnicos
que principalmente se asocian al nucleo del promotor son la caja TATA e Inr. La primera
se encuentra 30 — 31 pb rio arriba del TSS y sirve como sitio de union de los GTFs (TFIID
que forma un PIC), ésta se encuentra solo en los promotores eucariotas del 5 — 7% por lo
que las células deben contener Inr para sustituir su funcion o co-realizarla; éste se
extiende a través del TSS y puede independientemente iniciar la transcripcion con o sin
presencia de la caja TATA; ambos se ven involucrados en la formacion de PICs. La caja
TATA sirve como sitio de unién del componente de TFIID (TBP) que forma el PIC y
posteriormente recluta a la RNA Pol Il. De igual manera Inr posee un sitio de union a este

complejo (Roy y Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014).

El elemento TCT es un elemento que engloba el TSS y esta localizado en la misma
posicion que el Inr pero posee una funcion diferente; éste no es reconocido por TFIID y no
puede iniciar la transcripcion por si solo. Otro elemento DPE modula la actividad de la
caja TATA y de Inr, no actua independientemente a Inr pero requiere de su presencia para
su funcién y también presenta un sitio de union del componente de TFIID. El elemento
BRE es una secuencia de 7 pb que puede encontrarse rio arriba (BREu) de la caja TATA
o rio abajo (BREd) y puede activar o suprimir la transcripcion. Por ultimo DCE se
encuentra en tres posiciones diferentes rio abajo del TSS y puede ser reconocido por el
complejo TFIID. En la tabla 16 se muestra la posicion de los elementos canonicos y su

secuencia (Roy y Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carredn, 2014).

A su vez, existen genes eucariontes que carecen de éstos elementos clasicos en el
nucleo del promotor en lugar presentan regiones de 100 — 150 pb asociadas la iniciacion
del la transcripcion (elementos no candnicos, Figura 73b). Dentro de éstos se encuentran
las islas CpG que son regiones del DNA en donde existe un alto contenido de

dinucléotidos C-G; los desiertos ATG que son regiones que carecen de estos nucledtidos
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y por lo tanto hay ausencia de la caja TATA, y los TIPs regiones de RNAs no codificantes;
los tres se caracterizan por presentar mTSS y codificar para mRNA y piRNA (Roy y
Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014). Todos estos elementos y proteinas
abarcan la etapa de reconocimiento del promotor, la formacién del PIC (TFIID — DNA);
algunos autores difieren en que ésta etapa esta involucrada dentro de la iniciacion y otros

indican que la iniciaciéon se da cuando la maquinaria de transcripcion estd completa y

activa.

Figura 73. Elementos candénicos y no candénicos del nucleo del promotor eucarionte

(Modificada de Roy y Singer, 2015).

Tabla 16. Elementos candénicos del nucleo del promotor eucarionte (Roy y Singer,

2015; Trujillo, Guzman y Carreoén, 2014).

Elemento
BREu
Caja TATA

BREd
Inr
TCT
DPE
DCE1
DCE DCE2
DCE2

Posicion
-38 a-32
-31a-30

-23a-17
-2a+h
-2a+6

+28 a +32
+6a+11
+16 a +21
+30a+34

Secuencia (5'—3’) GTI.=’de
unién
(G/C)(G/C)(G/IA)CGCC TFIIB
TBP
TATAAIT)A(A/T)(A/G) (TFIID)
G/ATT/AT/GT/GT/IGT/G TFIIB
YYA*'NT/AYY TAF1/TAF2
Sin definir TBP
A/GGA/TCGTG TAF6/TAF9

CTTC,CTGT,AGC(CTTC)
CTTC,CTGT,AGC(CTGT)  TAF1
CTTC,CTGT,AGC(AGC)
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11.1.3 Reconocimiento del promotor

Los promotores se definen de manera general como secuencias en el DNA que tienen la
capacidad de iniciar la transcripciéon; de esta manera en el nucleo del promotor se unen

las proteinas activadoras y conforman un promotor mas eficiente (Roy y Singer, 2015).

Estudios bioquimicos, genéticos y estructurales han demostrado que las RNA Pol
emplean factores para la iniciacion de la transcripcion que se unen al nicleo del promotor;
estos factores (factores de transcripcion, activadores, mediadores, represores, acetilasas
de histonas, complejo remodelador de la cromatina, etc.) son cruciales para llevar a cabo
este complejo proceso clave en la fisiologia celular y generalmente son factores que
sirven como sefal de qué gen es el que va a ser transcrito (Roy y Singer, 2015; Trujillo,

Guzman y Carreon, 2014).

Una caracteristica particular de las RNA polimerasas eucariotas es que no se fijan
directamente al DNA para transcribirlo sino que lo hacen mediante factores proteicos
adicionales que conforman la maquinaria de transcripcion; muchos actian reconociendo
sitios activos en cis que se clasifican como parte de los promotores. Estos factores de
transcripcion se asocian a diferentes estados de la RNA Pol |l y modulan o facilitan su

funcién (Roy y Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014).

Sin embargo, la union al DNA no es el unico medio de acciéon de un factor de
transcripcion, un factor puede reconocer otro factor, puede reconocer la RNA Pol Il o los
elementos del nucleo del promotor; también puede estar incorporado en un complejo de
iniciacion. Principalmente la funcién de los GTFs es reconocer los elementos candnicos y
permitir el ensamblaje de la RNA Pol Il para dar inicio a la transcripcion (Figura 74) (Roy y

Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014).

Figura 74. Elementos canénicos del nucleo del promotor eucarionte con su GTF de unién y

secuencia (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).
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11.1.4 Iniciacion (factores de transcripcion)

Estos factores son necesarios ya que se ha visto que no es posible iniciar la transcripcion
de un gen in vitro cuando se utiliza sélo la RNA Pol |l purificada; por lo que fue necesario
adicionar componentes proteicos aislados de extractos celulares crudos. Este hecho
demostré que se requieren factores de transcripcion los cuales son definidos como
cualquier proteina que es necesaria para la iniciacion de la transcripcion pero que no es
parte propiamente de la RNA Pol Il. Asi el complejo del nucleo del promotor es
complementado cuando estos GTFs son reclutados; encontrandose 7: TFIIA, TFIIB,
TFID, TFIE, TFIIF, TFIIH y TFIlJ, y juntos forman la maquinaria de transcripcion que se
localiza cerca del TSS (Trujillo, Guzman y Carredn, 2014; Wade y Struhl 2008; Roy y
Singer, 2015; Goodrich y Kugel, 2016).

Los GTFs y el proceso de iniciacion de la transcripcion se esquematizan en la Figura 75 y

estan divididos en 8 etapas:

i.  Reconocimiento de los elementos del nucleo del promotor por TFIID
i. Reconocimiento del nucleo del promotor por el complejo TFIID/TFIIB
iii. Reclutamiento de la RNA Pol Il por TFIIF

iv.  Unién de TFIIE que recluta a TFIIH para completar el PIC, TFIIH abre la cadena

DNA
v. Formacién de un complejo de iniciacion abierto, por la separacion de las cadenas
del DNA
vi.  Sintesis del primer enlace fosfodiéster en el transcrito naciente de mRNA
vii.  Liberacion de los contactos de la RNA Pol Il y aclaramiento del promotor
vii.  Alargamiento del transcrito de RNA

TFIIA puede unirse al complejo en cualquier etapa después de la unién de TFIID,
estabilizando el PIC, pero se ha visto que principalmente se une simultaneamente con

TFIIB; aun se desconoce la funcion de TFIIIJ.
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Figura 75. Orden de ensamblaje de los factores generales de transcripciéon y la RNA Pol Il en

el promotor (Modificada de Trujillo, Guzman y Carreén, 2014).

Dentro de éstos, TFIID es el unico factor capaz de reconocer al elemento candnico
principal la caja TATA, ya que se compone de multiples subcomplejos que pueden
contener la iniciacién de la transcripcidén mediante la interaccion con la caja TATA,; dentro
de estas subunidades se encuentra TBP, una proteina capaz de reconocer esta
secuencia y unirse especificamente a ella. También presenta subcomplejos que no tienen
esta capacidad pues reconocen otros elementos del nucleo del promotor. TAF presenta
15 tipos capaces de unirse a otros elementos como DCE, DPE y BREd por medio de
TAF1, TAF2, TAF9, TAF6, pero también es un factor que ayuda la unién de TBP a la caja
TATA (Roy y Singer, 2015; Goodrich y Kugel, 2016; Trujillo, Guzman y Carredn, 2014;
Wade y Struhl 2008).
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TBP es una proteina que interactia especificamente con TAF y su reclutamiento al nucleo
del promotor se da por medio de SAGA que lo posiciona dentro del PIC para que se una
al surco menor del DNA generando un doblez en la cadena que genera una curvatura y
permite ensamblar todos los factores de mejor manera. La unién de TBP al DNA produce
un giro negativo en el DNA que provee de un remodelamiento de la cromatina por
SW1/SNF y el desplazamiento del nucleosoma (Roy y Singer, 2015; Goodrich y Kugel,
2016; Trujillo, Guzman y Carreon, 2014; Wade y Struhl 2008).

Aparte de TFIID, TFIIB también hace contacto especifico con el nucleo del promotor a
través de BRE; ésta interaccion ayuda a estabilizar la unién TBP-DNA y es posible que
juegue un papel en la fuerza del promotor o en el orden de ensamblaje del PIC. Otras
funciones de TFIIB involucran el reclutamiento de un promotor, transcripciéon abortiva,
determinacion del TSS, desensamblaje del promotor y formacion del EC. La transcripciéon
abortiva es cuando se producen transcritos de menos de 5 nt, éstos son inestables
resultando en su degradacion; también ocurre para transcritos de 10 nt ya que la longitud
ideal es alrededor de 25 nt pues se genera una iniciacion productiva para que la
elongacién comience (Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Trujillo, Guzman y Carreon, 2014;
Roy y Singer, 2015; Goodrich y Kugel, 2016).

TFIIB es un polipéptido de 35 kDa el cual presenta sitios de interaccion para el complejo
TFIID, TFIIF y para la RNA Pol Il proporcionando una plataforma para el reclutamiento de
la polimerasa y el factor TFIIF que es el que la recluta; es el unico responsable en la
determinacion del sitio de iniciacion de transcripcién; lo cual fue confirmado por estudios
de cristalografia (Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014; Roy
y Singer, 2015; Goodrich y Kugel, 2016).

El factor TFIIF, formado por los polipéptidos RAP30 y RAP74, de 30 y 74 kDa
respectivamente, se encuentra fuertemente asociado a la RNA Pol I, incluso en ausencia
de DNA vy suprime interacciones inapropiadas entre la enzima y sitios que no son
promotores; por lo que este factor es el reclutador de la enzima. Se cree que RAP30 ha
evolucionado del factor bacteriano sigma, pues no sdlo tiene homologia con él sino que
puede unirse directamente a la RNA Pol de Escherichia coli (Roy y Singer, 2015; Trujillo,
Guzman y Carreén, 2014; Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Shandilya y Roberts, 2012;
Wade y Struhl 2008; Goodrich y Kugel, 2016).
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TFIIE es un tetramero que esta compuesto de dos subunidades de 56 kDa y 34 kDa y
entra al complejo de iniciacion después de que TFIIF reclute a la polimerasa, aunque es
posible que entre simultdneamente. Una vez que TFIIE es incorporado establemente
recluta a TFIIH al promotor completando asi el proceso de ensamblaje y haciendo
competente a la polimerasa para iniciar la transcripcion creando el EC. TFIIH es un factor
complejo de 9 subunidades y multiples actividades enzimaticas, es el factor que separa
las cadenas de DNA ya que dos de sus subunidades son helicasas dependientes de ATP
y pueden desenrollar el dsDNA (una en cada direccidn); cinco subunidades tienen un
papel en la reparacion de DNA lo que permite acoplar la transcripcion a la reparacion
simultanea (Roy y Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014; Zhang, Najmi y
Schneider, 2017; Shandilya y Roberts, 2012; Wade y Struhl 2008; Goodrich y Kugel,
2016).

Es importante comprender que el acceso al gen, segmento de DNA, involucra importantes
modificaciones en la cromatina y modificaciones en el nucleosoma para poder ingresar a
este; ya que aunque éste se encuentre presente en un organismo sin acceso a €l no se
da la transcripcion y como consecuencia no se produce la proteina en la traduccion
creando importantes modificaciones celulares; asi el acceso al gen esta dado por medio
de histonas modificadoras y enzimas remodeladoras de la cromatina. Cada gen puede
contener en el nuacleo del promotor las secuencias (CPEs), previamente mencionadas,
que estan localizadas rio arriba o rio abajo del gen blanco para la transcripcidén, mientras
que algunos de estos elementos se pueden encontrar en la regién codificante; la caja
TATA reconocida por TBP y TAFs distorsionan la secuencia de TATA para facilitar el
ensamblaje de los GTFs por lo que el reclutamiento de TBP es una etapa critica para
formar el PIC, los activadores incrementan la union de TBP al nucleo del promotor,
mientras que los factores negativos como Mot1 y TAND la suprimen. En la Figura 76a se
muestra como la unién del activador a su secuencia afin, que se encuentra en proximal o
distal al nucleo del promotor, es crucial para reclutar a los GFTs que reconocen y se unen
a los CPEs TATA, BREu/d y otros proximales +1 al sitio de inicio de la transcripcion; otros
CPEs como Inr o DPE también participan en el reconocimiento de GTFs hacia ciertos
promotores (Roy y Singer, 2015; Trujillo, Guzman y Carreén, 2014; Zhang, Najmi y
Schneider, 2017; Shandilya y Roberts, 2012; Wade y Struhl 2008; Goodrich y Kugel,
2016).
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TATA se une a TBP que se encuentra en complejo con TFIID, mientras que TFIIB
reconoce a los elementos BRE y facilita el reclutamiento de la RNA Pol Il — TFIIF para
formar el PIC. Los activadores también median la unién covalente de enzimas histonas
modificadoras como acetil-transferasas (KAT) y metil-transferasas (KMT/PRMT) y de
remodeladores de la cromatina dependientes de ATP para asi tener acceso al gen vy
descondensar el nucleosoma hasta llegar al ssDNA. Anadir grupos acetilo a varios
residuos de las H3 y H4 de los nucleosomas proximales al promotor ademas de metilarlas
crean un ambiente de cromatina abierta y permisiva competente para la transcripcién. Por
el contrario, las metiltransferasas SUV39 en H1/H2 y tri-metilato de G9A en H3K27
conducen a la formacion de un estado de cromatina represivo que no es permisivo para la
transcripcion. La Figura 76b muestra cédmo se estabiliza el PIC cuando se accedi6 al gen,
esto involucra que los nucleosomas que se encuentran rodeando al promotor tienen un
codigo de histonas diferente que permiten al promotor la transcripcion activa. Esto es
debido a modificaciones epigenéticas como acetilacion de H3 en su lisina 9 y 14
(H3K9/14) o metilacion de la H3 en lisina 4 (H3K4). A su vez la CTD de la RNA Pol |l es
fosforilada en su serina 5 para favorecer el ensamblaje. El nucleosoma H3K4 trimetilado
proximal atrae a los remodeladores de cromatina ATP dependientes hBAF y hCHD1 que
con la ayuda de chaperones histonas (ASF1, nucleolina, NPM1) hacen que la plantilla de
DNA sea accesible para que comience la transcripcion (Roy y Singer, 2015; Truijillo,
Guzman y Carredn, 2014; Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Shandilya y Roberts, 2012;
Wade y Struhl 2008; Goodrich y Kugel, 2016).
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Figura 76. Ensamblaje del PIC y modificaciones del nucleosoma (Modificada de Shandilya y
Roberts, 2012).

El ensamblaje de la maquinaria de transcripcion esta involucrado en la etapa de iniciacion
de la transcripcion desde el TFIIB hasta TFIIH y el EC corresponde a la elongacion

cuando este esta activo y funcional (presenta CTD fosforilada).
11.1.5 Elongacién

Aunque la elongacién de la transcripcidn es altamente procesiva, no es continua ni
ininterrumpida; durante la elongacion la RNA Pol Il constantemente se pausa debido a
que se presentan obstaculos como la mala incorporacion de un nt al RNA, una lesién en
la cadena molde de DNA o sefales especificas de secuencias reguladoras. En estos
casos, RNA Pol Il retrocede a través del DNA al disociar el extremo 3’ del RNA de la
cadena molde, la eliminacion de esa parte del transcrito es una actividad intrinseca y se
da en el sitio activo de la enzima que es ayudada por el TFIIS pero el retroceso solo

puede ser reversible si es menor a 5 nt; en mas 7 — 9 nt es irreversible generando una

126



arresto del complejo y TFIIS induce la escisién del transcrito. TFIIS también estimula el
alargamiento del RNA limitando el tiempo de pausa de la enzima. Por medio de
cristalografia se revelé que la RNA Pol Il en su estructura presenta un sitio de union a
este factor en donde se revisa la cadena denominado sitio “P” que se encuentra dentro
del canal secundario (Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Wade y Struhl 2008; Zhang,
Najmi y Schneider, 2017).

Multiples factores (FACT, Spt4, Pafl, complejo TREX, Spt6, Swi/Snf) viajan junto con la
RNA Pol Il en la region codificadora en la elongacion. Spt4 es un factor que influye en la
pausa de la RNA Pol Il en presencia del DRB, pero cuando forma un complejo con Spt5
promueve la procesividad de la elongacion y es capaz de cerrar el sitio activo de la RNA
Pol Il manteniendo la estabilidad de la maquinaria. Stp6 es un histona chaperona que
media el re-ensamblaje del nucleosoma y modificaciones de las histonas para alterar la
estructura de la cromatina estimulando la elongacion pues favorece la separacion de las
cadenas de DNA (Wade y Struhl 2008; Goodrich y Kugel, 2016; Sekine, Tagami y
Yokoyama, 2012; Cole y Cowling, 2008).

El complejo Swi/Snf puede regular negativa o positivamente la transcripcién por el
remodelamiento de la cromatina y Pafl se ve involucrado en las cuatro etapas de la
transcripciéon ya que procesa al DNA y modifica a las histonas. Este factor forma un
complejo con TFIIB y TFIIF que puede producir mal apareamiento de TBP; pero en la
elongacién actua directamente aumentando la eficiencia de la reaccion y puede o no estar
a asociado con TFIIS para estimular la accién de la RNA Pol Il (Wade y Struhl 2008;
Goodrich y Kugel, 2016; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Cole y Cowling, 2008).

El extremo CTD de la subunidad mas grande de la RNA Pol Il contiene multiples copias
de secuencias de repeticiones Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7 que son fosforilados
para determinar su actividad; esta fosforilacion proporciona un medio para reclutar
modificadores de histonas y complejos de remodelacion en la cromatina, como los
mencionados previamente, que influyen en la iniciacion, elongacion y terminacion de la
transcripcion. Ser5 es fosforilada por TFIIH y Ser2 por P-TEFb/CTK1 (Figura 77) (Wade y
Struhl 2008; Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Goodrich y Kugel, 2016).

En la elongacion la fosforilacion del extremo CTD es critico para la maduracion del mRNA
en eventos como formacion del capuchén (capping), splicing, poliadenilacion, exportacién

del nucleo y metilacion de histonas. La transicidon entre la iniciacion y elongacién de la
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transcripcion se determind mediante ChIP en donde se observé que es rapida si la
cantidad de RNA Pol Il en el promotor es equivalente al nivel en las secuencias
codificadas; por otro lado, es lenta si estda mas en el promotor y la asociacion entre estos
genera un TR. En células eucariotas se ha encontrado que el TR promedio es de 0.9
indicandonos que hay una transicion rapida entre el inicio y elongacion de la transcripcion
lo que corrobora que la RNA Pol Il tenga un tiempo de pausa. Otro factor que regula este
tiempo es el HSF ya que recluta factores que liberan a la polimerasa de su pausa; el
reclutamiento de P-TEFb activa este tiempo mientras que su inhibicion libera a la enzima
de la pausa (Wade y Struhl 2008; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Cole y Cowling,
2008; Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Goodrich y Kugel, 2016).

El mediador es un complejo modular que comunica los activadores especificos de genes
entre el nucleo de la maquinaria de transcripcién; éste logra su funcién al regular positiva
y negativamente la informacion entre esos dos componentes y regula la transicion inicio
— elongacion cuando es fosforilado por ELK1. Asi, todos los factores previamente
mencionados son liberados a la maquinaria para promover o suprimir la elongacién del
RNA (Wade y Struhl 2008; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Cole y Cowling, 2008;
Zhang, Najmi y Schneider, 2017; Goodrich y Kugel, 2016).

Figura 77. Fosforilacion del EC en el extremo CTD para la transicién inicio—elongaciéon que
involucra el tiempo de pausa de la RNA Pol Il. La RNA Pol Il fluye en un ciclo de fosforilacion y
desfosforilacion en el extremo CTD durante la transcripcion. El reconocimiento del promotor y
formacion del PIC ocurre cuanto CTD se encuentra desfosforilada. CTD es fosforilada en Ser5 por
TFIIH lo que genera el tiempo de pausa; y la elongacion es estimulada por P-TEFb que fosforila la
CTD en Ser2 (Modificada de Cole y Cowling, 2008).
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El EC es un ensamblaje de macromoléculas estable que es capaz de operar en contra de
fuerzas opuestas; su estabilidad es requerida para la sintesis de transcritos largos y en
eucariotas pueden llegar a ser hasta de 10® nt. Sin embargo la terminacion de la
transcripcién y disociacion de este complejo es requerido por la célula para su regulacién
independiente, maduracion del mRNA vy evitar el solapamiento de eventos transcriptivos
que pueden interferir unos con otros (Hall, 2017; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016;
Shandilya y Roberts, 2012).

Debido a su estabilidad el desensamblaje del EC requiere alta cantidad de energia y
depende de un tiempo preciso; el complejo se mantiene unido por una complicada red de
interacciones intermoleculares que incluyen una llave doble de 8 — 10 pb dentro del canal
principal de la RNA Pol Il entre la cadena molde de DNA y el RNA sintetizado, remodelar
estas interacciones mientras la enzima se mueve a través del DNA afectaria la taza y
procesividad de elongacion pudiendo pausar la reaccion generando un retroceso en la
cadena; por lo que EC bajo circunstancias especificas se desestabiliza permitiendo
disociarse irreversiblemente. Dependiendo de la competencia de la RNA Pol Il en la
transcripcion ésta puede entrar en un estado de pausa, este mecanismo esta mediado por
la presencia de proteinas negativas como NELF y DSIF que generan una transcripcion
abortiva al causar el estado de pausa de la enzima Pol pues se unen a esta y la inactivan
(Hall, 2017; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

Los nucleosomas proximales al promotor pausado se caracterizan por la presencia de
histonas bivalentes modificadas y también se asocian al estado en pausa de la
polimerasa, la metilacion en H3K4 es un estado activo de la cromatina inhibiendo la
pausa, mientras que la metilacion en H3K27 es un estado inactivo de la cromatina que
puede generar pausa en la RNA Pol Il (Hall, 2017; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016;
Shandilya y Roberts, 2012).

La polimerasa en pausa esta enriquecida por fosforilacién en Ser7 en su CTD, CDK9 una
subunidad del complejo pTEFB disminuye esta represion de la polimerasa al fosforilar a
NELF en su Spt5 y a DSIF disociando a NELF mientras que DSIF ya inactiva se mueve
junto con la RNA Pol Il durante la elongacion (Figura 78a) (Hall, 2017; Porrua, Boudvillain
y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

Estudios recientes sugieren que Spt5 promueve el reclutamiento de las enzimas

formadoras del capuchoén en los transcritos nacientes. La RNA Pol Il puede cambiar a un
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estado productivo de iniciacién cuando todas las senales o factores de inhibicidon son
superados; los nucleosomas que rodean al sitio activo del promotor contienen histonas
marcadas para una transcripcion activa; la iniciacién activa es dependiente de TFIIH y
fosforilacion de la polimerasa en su CTD en Ser5, ademas de esto se requiere que el
TFIIB se encuentre fosforilado en Ser65 para que este proceso se lleve a cabo. La
fosforilacion de CTD recluta enzimas formadoras del capuchon a la region 5’ del mRNA
naciente esto activa el escape de la RNA Pol Il del promotor hacia el ORF del gen (Figura
78b). Seguido del desmonte del promotor la RNA Pol Il entra a la fase de elongacion
atravesando toda la region codificante. TFIIS, FACT y elongina favorecen la procesividad
de la enzima durante esta etapa en donde algunos componentes del PIC todavia se
encuentran asociados al promotor formando una estructura base mientras que TFIIB,
TFIIF y TFIIE se disocian (Hall, 2017; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y
Roberts, 2012).

CDK9 con ayuda de la fosfatasa Rtr1 (RPAP2 en humanos) fosforilan a CTD de la
polimerasa en Ser2 mientras que la fosfatasa SSU72 remueve la fosforilacién en Ser5
para permitir la fosforilacion en Ser2. El estado fosfo-Ser2-CTD recluta el complejo de
splicing para el mMRNA para que se realice de manera co-transcripcional mientras que los
nucleosomas que se encuentran en el ORF poseen una marca de metilacion en H3K36
que activa la elongacion favoreciendo que la polimerasa progrese (Figura 78c) (Hall,
2017; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

Una vez que la polimerasa se encuentra con una senal de pausa en el extremo 3’ (cola
Poli-A) se reclutan los factores CPSF y CstF para facilitar la terminacién, CPSF se une a
la cola Poli-A induciendo la pausa de la RNA Pol Il y, eventualmente estimulando la
escision y liberaciéon de la enzima; la cola CTD es hipo-fosforilada en serina 2 como senal
de término para que la region transcrita por la RNA Pol |l sea re-ensamblada en cromatina
con la ayuda de HDACs para volver a formar parte del nucleosoma (Figura 78d) (Hall,
2017; Porrua, Boudbvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).
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Figura 78. Ciclo de elongacién (Modificada de Shandilya y Roberts, 2012).
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11.1.6 Terminacion

En esta etapa de la transcripcién se puede reciclar la polimerasa formando un bucle en el
gen, esto involucra que las regiones de terminacion y promotoras se aproximen durante la
transcripcion para facilitar el reciclaje de la RNA Pol Il y se den multiples ciclos de

transcripcion (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016).

Los GTFs y el mediador pre-unidos a la estructura base se estabilizan formando la
estructura base de reiniciacion al interactuar con el activador y TFIIB fosforilado lo que
provoca una interaccion con la RNA Pol Il y los complejos de terminacion para mediar el
contacto promotor — terminador (bucle del gen) incrementando la eficiencia en la re-
iniciacion por la RNA Pol Il (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

El reciclaje de la polimerasa esta mediado por su desfosforilacién en donde Ssu72 (SCP1
en mamiferos) desfosforila Ser5 mientras que Fcp1 lo hace en a Ser2 haciéndola
competente para iniciar otro ciclo de transcripcion (Figura 79). La terminacion de la
transcripcion por la RNA Pol |l se ha estudiado especialmente en levaduras
encontrandose dos vias principales de terminacion, la via CPF y la via NSS (Figuras 80 y

81, respectivamente) (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

La via CPF termina la transcripcion de mRNAs a través de un complejo de multiples
subunidades y varios factores adicionales que son requeridos para el eficiente
desmantelamiento del EC al final de los genes blanco. La liberacién de la RNA Pol Il esta
asociada y precedida por el procesamiento del extremo 3’ del transcrito naciente que
simultdneamente incluye escisidn y poliadenilacion de la molécula del mRNA. Este
procesamiento y terminacion del extremo 3’ esta activado por senales multipartida de
terminacién en el mRNA naciente que son reconocidas por los componentes de CPF
(Figura 80a) para que éste interactue directamente con la RNA Pol Il cuando es reclutado
al EC; la escision del mRNA se da antes de que el DNA se libere de la polimerasa. Se
cree que este mecanismo ocurre por dos posibles modelos, el primero es denominado
“modelo alostérico” (Figura 80b) y sucede cuando estas sefales de terminacion generan
que la polimerasa tenga un cambio conformacional que la inactiva; el segundo es el
“modelo de torpedo” (Figura 80c) e incluye la asociacién de una 5—3’ exonucleasa (Rat1
en levaduras, XRN2 en humanos) al EC que degrada el mRNA recién sintetizado aun
anclado a la RNA Pol Il y provoca la terminacion. Estudios recientes muestran un modelo

nuevo, en donde un componente de CPF, Pcf11 (Figura 80d) puede desmantelar el EC al
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unirse simultaneamente al MRNA vy la polimerasa; pero este modelo solo ha sido abalado

en ensayos in vitro (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Shandilya y Roberts, 2012).

Figura 79. Terminacién de la transcripcion en eucariontes (Modificada de Shandilya y Roberts,
2012).

Figura 80. Terminacion de la transcripciéon via CPF. Se muestran los dos modelos principales,
en el modelo de torpedo XRN2 depende de una previa escision del mRNA por el complejo CPF. El
modelo alostérico se da cuando las sefiales de terminaciéon generan un cambio en la estructura de
la RNA Pol Il por lo que pierde los GTFs y el EC se disocia (Modificada de Porrua, Boudvillain y
Libri, 2016).

En la segunda via, NNS (Figura 81), la terminacién se da por la produccién de ncRNAs
que son funcionales y estables y por la produccién de CUTs; en esta via dos proteinas de
union al RNA, Nrd1 y Nab3, reconocen una secuencia corta de elementos del mRNA
naciente y sirven como adaptadores para ensamblar el complejo NNS. Nrd1 también

interactia con la polimerasa para desestabilizarla y posteriormente la RNA helicasa Sen1
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interactia con el MRNA para desaparear los hibridos DNA-RNA y asi desaloja a la
polimerasa ya inestable. Esta via es analoga a la terminacion dependiente de Rho en
bacterias, pues Rho y Sen1 interactuan con el transcrito para desmantelar el EC de una
manera ATP dependiente. Existen otros dos mecanismos de apoyo que favorecen estas
vias, el primero esta dado por el factor Reb1, éste induce un tiempo de pausa en la
polimerasa para que sea ubiquitinada y degradada por el proteosoma. El segundo es un
mecanismo dependiente de la enzima tipo RNasa Il Rnt1 que escinde al mRNA para dar
punto de entrada a XRN2 y promover la separacion del transcrito dando lugar a la

terminacion (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016).

Figura 81. Terminacién de la transcripciéon via NNS. Nrd1 y Nab3 interactian con el transcrito
para reclutar a Sen1 que desmantela el EC por medio de hidrdélisis de ATP (Modificada de Porrua,
Boudbvillain y Libri, 2016).

También se ha visto que el RNA puede unirse a otros RNAs que favorecen la terminacion
de la transcripcion; un ejemplo es Xist, un INncCRNA que es responsable del silenciamiento
transcripcional de uno de los dos cromosomas X en células femeninas ya que Xist se
asocia al cromosoma X para extenderse a lo largo de éste y finalmente inhibir la
transcripcion de la RNA Pol IlI; este mecanismo requiere de la asociacion con la proteina
SHARP que favorece la inhibicion de la polimerasa, simultaneo al reclutamiento de
HDAC3 que es responsable de la represion transcripcional por el remodelamiento en la

estructura de la cromatina (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Hall, 2017).
11.1.7 Formacion del capuchén

En la transcripcién el transcrito generado es un pre-mRNA puesto que en eucariotas
presenta intrones y exones. Al no codificar para nada los intrones necesitan ser removidos

para dar un mRNA maduro. Este mecanismo de maduracion se hace por medio de
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splicing y simultaneamente se da la poliadenilacion del extremo 3’ del transcrito y la
formacion del capuchdn en el extremo 5’ con la finalidad de proteger el pre-mRNA y que

éste no se degrade durante su maduracion (Hall, 2017).

La estabilidad y la eficiencia en traducir el mMRNA esta influenciada por el capuchén que
es colocado en el extremo 5’; éste es co-transcripcionalmente anadido (Figura 83) vy
consiste en una guanina metilada en posicién N7 pirofosfatasa (m7GDP/m7G) que se une
al nucledsido terminal del transcrito creando un enlace inusual 5’ — 5’ pirofosfato (m7G5'—
ppp-5’). A este mecanismo se le conoce como capping o formacion del capuchoén
(Ramanathan, Robb y Chan, 2016; Jiao et.al. 2010; Cowling, 2010).

El proceso es llevado a cabo por la combinacidn de la actividad de tres enzimas, la
trifosfatasa (TPasa), guanililtransferasa (GTasa) y guanina-N7-metiltransferasa (G-N7-
MTasa); la presencia del grupo metilo en el capuchoén es esencial para el reconocimiento
de las proteinas CBP y elF4E asi como la enzima Dcp2 que des-capucha a la molécula.
La estructura m7GDP se encuentra en todas la células eucariotas y esta ligada a que el
enlace 5 — 5 sea irreversible (Ramanathan, Robb y Chan, 2016; Jiao et.al. 2010;
Cowling, 2010).

La adicion del capuchdn protege al pre-mRNA de escisién por una exonucleasa 5 —3’
ademas de ser la senal para el reclutamiento de proteinas involucradas en el splicing,
poliadenilacion y exportacion del nucleo del transcrito. También actua reclutando los
factores de iniciacién para la sintesis de proteinas formando un bucle de RNA durante la
traduccién. La formacion del capuchén m7GDP es simultanea a la transcripcion del
sustrato (MRNA) y se cataliza por las enzimas previamente mencionadas que son
reclutadas por la RNA Pol Il cuando esta fosforilada en Ser5 y se da cuando el transcrito
ha alcanzado 25 — 30 nt de longitud (Ramanathan, Robb y Chan, 2016; Jiao et.al. 2010;
Cowling, 2010).

El mecanismo comienza cuando la TPasa remueve un grupo fosfato del mRNA creando
un extremo 5’ difosfatado en el mMRNA (Figura 82a) para que asi la GTasa transfiera un
grupo GTP a ese extremo 5’ difosfatado del mMRNA creando un enlace covalente GMP —
lisina pues se liberan dos fosfatos (Figura 82b). Finalmente la G-N7-MTasa afiade un
grupo metilo a la amina 7 del GMP para finalizar la estructura del capuchén (Figura 82c);

adicionalmente la proteina Hcm1 actua como cofactor de la G-N7-MTasa y la proteina
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SAM actua como donador del grupo metilo; toda la reacciéon se da en el nucleo de la
célula (Ramanathan, Robb y Chan, 2016; Jiao et.al. 2010; Cowling, 2010).

Figura 82. Estructura y formaciéon del capuchén (Modificada de Cowling, 2010; Ramanathan,
Robb y Chan, 2016).

Figura 83. Esquematizaciéon de la adiciéon del capuchén co-transcripcionalmente (Modificada
de Ramanathan, Robb y Chan, 2016).
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Estudios recientes han confirmado que el capuchdn esta involucrado en splicing,
poliadenilacion y exportacion del nucleo. Primero se demostré que las enzimas GTasa y
G-N7-MTasa no se localizan sélo en el extremo 5’ sino que se encuentran a lo largo de
todo el gen transcrito incluyendo el extremo 3’, o que potencializa la poliadenilacién en
este extremo. En la poliadenilacion el extremo 3’ del pre-mRNA es modificado por dos
etapas, una escision endonucleolitica y la adicion de una cola Poli-A, la escision es
dependiente de CBC un complejo (CBP80-CBP20) que se une al capuchoén. El empalme
es dependiente de que el capuchon se encuentre metilado pues si no la reaccion es
inhibida ya que el grupo metilo sirve como sefial del reconocimiento del intrén que se
encuentra préximo al extremo 5. Asi mismo el splicing estd mediado por la accion de
CBC y sus componentes interactian con el capuchén produciendo un sitio de
reconocimiento de empalme 5'. Por ultimo, la exportacién del mRNA hacia el citoplasma
es dependiente del capuchdn, ya que si éste se encuentra presente inhibe la reaccion
manteniendo el transcrito en el nucleo (Cowling, 2010; Jiao et.al. 2010; Ramanathan,
Robb y Chan, 2016).

Existen otras proteinas involucradas en el mecanismo de formacién del capuchén y que lo
regulan, por ejemplo Rail es una pirofosfohidrolasa que hidroliza el extremo 5’ del RNA
trifosfatado cuando no esta unido al capuchdn para posteriormente ser degradado por la
exorribonucleasa 5'—3’ Rat14, indicandonos que Rail actia como proteina controladora
del mecanismo. También se ha observado que cuando ya se formd el capuchén la
actividad de Rail se potencializa por la enzima Rat1 generando una hidrdlisis en el enlace
5-5’ trifosfato llevando a la degradacion del mRNA, esto sucede siempre y cuando no se
haya afadido el grupo metilo pues en la presencia del capuchon metilado Rail se
desestabiliza perdiendo su funcion. Asi mismo se ha visto que la metilacién del capuchén
puede ser disminuida por la eliminacion de glucosa o aminoacidos en el medio
indicandonos asi la necesidad de la célula hacia estos componentes para metilar el
capuchon, al disminuir esta actividad el capuchén es susceptible a la actividad de Dcp2
(Jiao et.al. 2010; Zhai y Xiang, 2014).

11.1.8 Poliadenilacion

Como ya se menciond la poliadenilacion del extremo 3’ del pre-mRNA esta dada en dos
etapas, la escision endonucleolitica y la adicion de una cola Poli-A en ese sitio con la
finalidad de proteger el transcrito durante la exportacion nuclear, estabilizar los transcritos

maduros y hacer mas eficaz la traduccion del mRNA. En este proceso es afadida una
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secuencia larga de ~50-100 adenosinas en mamiferos y 30 adenosinas en levaduras en
el extremo 3’ del pre-mRNA, a lo que se le denomina cola Poli-A y para que se lleven a
cabo las dos etapas se requiere de acciones coordinadas por factores proteicos y de
elementos de secuencia especifica que sirven como guia para que los factores trans
formen el complejo de procesamiento en el sitio de escisién (Yeh y Yong, 2016; Curinha
et.al., 2014; Matoulkova et.al., 2012; Kaida, 2016).

Los principales componentes de estos factores son CPSF, CSTF, CFl y CFll, asi como la
enzima PAP; los elementos auxiliares rio arriba USE y rio abajo DSE juegan un papel
favorecedor en la actividad de PAP al emplear a PAS pues su centro esta codificado por
una secuencia canénica AAUAAA que sirve como blanco para la escision. La escision
nucleotidica comienza cuando el complejo USE-PAS-DSE genera un patrén que sefiala el
sitio de escisidn y procesa el extremo 3’ del mMRNA, CPSF es un complejo de 6 proteinas
(CPSF 1-4, FIP1L1, WDR33) que reconoce y se une a PAS donde la unidén es asistida
por el complejo CSTF que se une a DSE. Posteriormente la endonucleasa CPSF3 asistida
por CFl y CFIlI cortan el pre-mRNA en el sitio de escisién que esta 15 — 30 nt rio abajo de
PAS y 0 — 20 nt rio arriba de DSE (Yeh y Yong, 2016; Curinha et.al., 2014; Matoulkova
et.al., 2012; Kaida, 2016).

Finalmente PAP es reclutada por hFip1 a la maquinaria de poliadenilacion en el sitio de
escision para catalizar la adiciéon de la cola Poli-A dandole estabilidad al mRNA
protegiéndolo de exonucleasas, y el complejo PABP es atraido mientras crece la cola
Poli-A, éste necesita de por lo menos 11 — 14 adenosinas para unirse a ésta, estabilizarla
y protegerla (Figura 84). Este mecanismo de poliadenilacion se da en el nucleo de la
célula y también es necesaria para la exportacion al citoplasma. Aparte existe la
poliadenilacion citoplasmatica que se ve involucrada en la regulacién de la expresion
génica (Yeh y Yong, 2016; Curinha et.al., 2014; Matoulkova et.al., 2012; Kaida, 2016).

Simplekin es una proteina que solamente funciona como andamio para anclar todas las
proteinas y formar el complejo de poliadenilacién, ésta también juega un papel en la
poliadenilacion citoplasmatica al unir CPSF con CPEB. Generalmente cuando el mRNA es
exportado al citoplasma y se une a los ribosomas para ser traducido y des-adenilado, sin
embargo hay veces en que el MRNA se guarda en el citoplasma con una cola Poli-A corta
permaneciendo inactivo transcripcionalmente pero que presenta un potencial de
activacion futura (Yeh y Yong, 2016; Curinha et.al., 2014; Matoulkova et.al., 2012; Kaida,
2016).
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Figura 84. Escisién endonucleolitica y la adiciéon de cola Poli-A con el extremo 3’ del mRNA

(Modificada de Yeh y Yong, 2016).
11.1.9 Poliadenilacién alternativa

Ultimamente se ha visto que los genes humanos poseen mas de un sitio de
poliadenilacion sugiriendo que un mecanismo de regulacién en la expresion génica sea la
APA. Esta le contribuye complejidad al transcriptoma y es posible que mas del 70% de los
genes sean capaces de producir isoformas del mMRNA por este mecanismo (Kaida, 2016;
Yeh y Yong, 2016).
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Los eventos APA pueden ser clasificados en 4 grupos: UTRAPA, CRAPA, eventos APA
clasicos y eventos APA intronicos (Figura 85). En el caso de UTRAPA los sitios alternos
para la poliadenilaciéon se localizan en el extremo 3° UTR del mRNA proximales al codén
de paro, por lo tanto se generan isoformas alternativas de mRNA que difieren en la
longitud de su 3’ UTR sin afectar la capacidad codificante del mRNA debido a que el sitio
3’ UTR contiene sitios de unién para proteinas reguladoras del RNA y microRNAs. El
mecanismo UTRAPA altera la estabilidad, localizacion o eficiencia en la traduccion de esa
isoforma de mRNA (Curinha et.al., 2014; Kaida, 2016; Yeh y Yong, 2016; Creemers et.al.,
2015; Matoulkova et.al., 2012).

Por otro lado en CRAPA los sitios alternos de poliadenilacion se encuentran en intrones
rio arriba del gen lo que produce multiples isoformas que carecen de algunos polipéptidos
en el extremo C-terminal lo que conlleva a la formacién de proteinas truncas que se
comportan de manera diferente. Los eventos APA clasicos generan isoformas en donde el
ultimo exén difiere del mRNA original; y los eventos APA intrénicos implican escindir el
intrén de PAS generando la extension de un exdén interno y haciéndolo terminal
modificando la funcion de la proteina, algunos autores consideran estos eventos dentro de
los CRAPA. Los sitios alternos de poliadenilacion poseen sefales no candnicas con
secuencia AUUAAA, AGUAAA o UAUAAA que son consideradas mas débiles que la
sefial de la poliadenilacion normal que genera PAS (Curinha et.al., 2014; Kaida, 2016;
Yeh y Yong, 2016; Creemers et.al., 2015; Matoulkova et.al., 2012).
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Figura 85. Mecanismos de APA (Modificada de Curinha et.al., 2014).

Como el acortamiento en la regién 3' UTR modifica la expresion génica, el mecanismo
UTRAPA ha sido de interés recientemente pues estos nuevos perfiles de poliadenilacion
permiten identificar enfermedades especificas dependientes de APA; también se ha visto
que la sobre activacién de PAP en la poliadenilacion usual genera un mal prondstico en
algunos tipos de cancer. Asi la poliadenilacion alternativa y la longitud de la cola Poli-A
son factores determinantes en el desarrollo de enfermedades ya que las anormalidades
en el procesamiento del extremo 3 del mRNA son comunes en padecimientos
oncologicos, neurolégicos, hematoldgicos, cardioldégicos, inmunoldgicos, y en la
proliferacién, diferenciacién y desarrollo celular; como se muestra en la tabla 17 (Curinha
et.al., 2014; Creemers et.al., 2015).
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Tabla 17. Enfermedades relacionadas con mecanismos APA y poliadenilacién del
extremo 3’ del mRNA (Modificada de Curinha et.al., 2014; Creemers et.al., 2015).

Tipo de Afeccion Gen APA/PA Mecanismo
enfermedad
Mutaciones en la cola
B talasemia [ globina APA Poli-A a causa de la
elongaciéon 3 UTR vy
defectos en la
Hematologicas a talasemia a globina APA termlne?mo.r,l de @
transcripcion
Aumento de
Trombofilia Protrombina PA reconocimiento del sitio
de escision
Condiciones Acortamiento del 3
proliferativas en IMP-1 APA
X UTR
cancer
, Alargamiento del 3
Cancer de i APA UTR
. .. mama
Proliferacion y
oncolodgicas Acortamiento del 3’
Cancer DKMN, PDXK'y UTR durante la
APA . ,
colorectal PPIE progresion del cancer
. CCND1y Acortamiento del 3
Glioblastoma MECP?2 APA UTR
Sindrome IPEX FOXP3 pp  Mutaciones en la senal
de Poli-A
Mutaciones en el &
, UTR que genera
Smdrome. WASP APA nuevas sehales de
L . Wyskott-Aldrich .
Inmunolégicas Poli-A
. Poliadenilacion
Osteoartritis y Gene’:s para PA dependiente de USE
escleroderma colageno
Lupus Mutacion en la sefial de
-UP GIMAPS APA  Poli-A
eritematoso
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Alzheimer COX-2y APA Aumento de PAS
Aumento de PAS por el
Neurolégicas Parkinson Sinucleina a APA aumento (.en los niveles
de dopamina
Distrofia . ;
muscular PABPN1 ApA  Acortamiento  del 3
) UTR por mutaciones
oculofaringeal
Sindrome de  a-Galactosidasa Inestab|||dad.del MRNA
Fabr A APA por mutaciones en
Genéticas y Poli-A
Slndror’ne.- del X FMR1 APA Repetidos . 5 UTR
fragil afectan Poli-A
Endocrinas Diabetes tipo Il TCF7L2 APA  Aumento de PAS
Cardiolégicas Cardiomiopatia FBRSL1 APA Alargamiento del 3

(dilatacién)

UTR

11.1.10 Splicing del pre-mRNA

Como ya se ha mencionado la organizacion interrumpida del gen y la organizacion
ininterrumpida de su mMRNA requiere de un cambio en el RNA entre la transcripcion y la
traduccién, donde el transcrito primario tiene la misma organizacion del gen pues se
transcribié toda la secuencia pero posee secuencias no codificantes que necesitan ser
removidas. Es por eso que éste transcrito primario es denominado pre-mRNA ya que esta
“inmaduro” por asi decirlo al contener intrones que son regiones que intervienen en la

codificacion de las proteinas (Hall, 2017; Patel y Bellini, 2008).

El pre-mRNA es sujeto a splicing un mecanismo encargado de la remocion de los intrones
al empalmarlos generando exones conjuntos dandole continuidad a la secuencia. Esta es
una reaccién esencial para la sintesis proteica y requiere que el transcrito ya posea el

extremo 3’ poliadenilado y que en su extremo 5 se encuentre el capuchén (m7G), con
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estas tres reacciones se completa la maduracién del pre-mRNA (Figura 86) (Hall, 2017;
Kaida, 2016; Patel y Bellini, 2008; Will y Ldhrman, 2010).

El splicing ocurre en tres etapas: primero la escision en el sitio de empalme 5 (la
secuencia del intrén que comienza con GU) que crea un ataque nucleofilico del OH 2’ de
una adenosina del intron (la secuencia del intrén que termina en AG) sobre el extremo 5’
fosforilado (Figura 87a), seguido de la formacion de un bucle creando un enlace
fosfodiéster 2’'-5’ estructura llamada lariat (Figura 87b), dejando libre el extremo OH 3’ del
exén previo al intrén a ser removido que ataca a un grupo fosfato del exdn adyacente a
lariat, reaccion que libera el intrén enlazando los dos exones (Figura 87c). Este
mecanismo esta dado por las UsnRNPs y una vez escindido el intrén es degradado en el
nucleo y las snRNP son recicladas (Hall, 2017; Kaida, 2016; Patel y Bellini, 2008; Will y
Ldhrman, 2010).

Figura 86. Maduracion del pre-mRNA (Modificada de Khan Academy, 2017).

Figura 87. Etapas de la reaccion de empalme (Modificada de Will y Lihrman, 2010).

144



Para que ocurran estas etapas se debe dar lugar a la formacién del spliceosoma, un
complejo macromolecular que funciona como maquinaria para catalizar la reaccién de
empalme y esta conformado por seis subunidades de RNPs denominadas UsnRNPs o
snRNP (U1, U2, U4, U5 y UG, siendo U1 la mas abundante). Las subunidades estan
acopladas a proteinas Sm y mas de 100 factores de splicing no-snRNP (principalmente
U11, U12, Udatac, UGatac). U1, U2, U4, U5, y U6 son componentes que reconocen
secuencias consenso localizadas cerca de los extremos 5’ y 3’ de los intrones (sitios de
empalme 5’y 3’), BPS y secuencias de polipirimida. Para que se forme el spliceosoma U1
reconoce el sitio de empalme 5’ seguido de U2AF como factor auxiliar que reconoce el
sitio de empalme 3’ y ayuda a SF1 que se une a BPS para formar el complejo E (Kaida,
2016; Hall, 2017; Will y Lihrman, 2010; Patel y Bellini, 2008).

Posteriormente SF1 es reemplazado por U2 que reconoce el sitio de ramificacién y se
forma el complejo A pre-spliceosoma, asi el tri-snRNP formado por U4/U6-U5 puede
unirse formando el complejo B pre-catalitico al spliceosoma. Finalmente ocurren cambios
conformacionales en el complejo B en donde se requiere liberar de U1 y U4 para activarlo
y por medio de reacciones cataliticas en el sitio activo del complejo formar el complejo C
que es el spliceosoma en si, el que cataliza la reacciéon de remocién del intrén (Figura 88)
(Kaida, 2016; Hall, 2017; Will y Lihrman, 2010; Patel y Bellini, 2008).
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Figura 88. Ensamblaje del spliceosoma (Modificada de Hall, 2017).

Debido a que U1 es mas abundante que los demas componentes, estudios recientes
muestran que posee actividades extras ademas de formar parte del spliceosoma. Un
ejemplo la subunidad U1A de U1 que tiene su CDS y 3’ UTR conservadas a través de
organismos, en el extremo 3'UTR U1A contiene una secuencia de 47 nt. Esta es un sitio
de unién para PAS vy al formar el complejo U1A-PAS-U1A se inhibe la poliadenilacién del
MRNA pues se inhibe el extremo CTD de PAP sin afectar la reaccion de escisién, por lo
que U1A estd implicado en la regulacién de la expresion génica. Para la formacién del
spliceosoma se requiere de RNA helicasas que favorecen el ensamblaje del complejo,
una de ellas Brr2 entra al nucleo y se asocia a U5 para que éste forme parte del tri-snRNP
y sea reclutado al complejo A formando el complejo B. Como ya se menciond la activaciéon
el complejo B requiere de la eliminacion de U1 y U4, esto se hace por el remodelamiento

del tri-snRNP el cual por actividad de Brr2 separa 22 pb perfectamente complementarias
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entre U6 y U4 para que U6 se acople con U2 y se cree el complejo C (Will y Lihrman,
2010; Kaida, 2016; Hall, 2017).

Por otra parte los componentes del spliceosoma se encuentran acoplados a las proteinas
Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F y G), éstas forman un anillo heteroheptamérico alrededor del
nucleo de cada UsnRNP promoviendo la actividad del complejo. Las proteinas Sm son
transcritas por la RNA Pol |l y adquieren el m7G co-transcripcionalmente, al igual que U6
y U6atac que son transcritas por la RNA Pol Il como precursores de snRNP ya que
contienen 32 nt adicionales. Estos precursores necesitan ser exportados al citoplasma
para iniciar su maduracion en UsnRNP y snRNP (Fischer, Englbrecht y Chari, 2011; Patel
y Bellini, 2008; Will y Lihrman, 2010; Kaida, 2016; Hall, 2017).

Los transcritos recién sintetizados de estos pre-snRNP son fosforilados por PHAX para
que puedan ser exportados al citoplasma al formar un complejo con CBC (CBP80-
CBP20). PHAX alberga a NES que tiene un sitio de union al receptor CRM1, ésta
interaccion sélo se da cuando CRM1 estd unida a RAN. Asi el complejo CBC—pre-
snRNP-PHAX-RAN-CRM1 es reconocido por el receptor Xpo1 y llevado a citoplasma; la
exportacion de U1, U4, U5 y U2 no ha sido muy estudiada pero se ha visto que también
es dependiente del capuchon pues se encuentran unidas a CBC. Ya en citoplasma PHAX
es desfosforilada por la fosfatasa 2A y asi es reclutada otra vez al nucleo junto con CBC
desmantelando a RAN y CRM1 (Figura 89a) (Fischer, Englbrecht y Chari, 2011; Patel y
Bellini, 2008; Will y Lihrman, 2010; Kaida, 2016; Hall, 2017).

CK2 forma un complejo con el pre-snRNP libre en citoplasma para que sea reconocido
por el complejo SMN que es el principal efector en la maduracién de los snRNP pues
participa en las tres etapas: primero ensambla al nucleo de snRNP el anillo de proteinas
Sim y asi ocurre una hipermetilacion m1G de los snRNPs, ambas reacciones son
necesarias para el corte nucleolitico en el extremo 3’ del pre-snRNP por una exonucleasa
generando un snRNP maduro (Figura 89b) que necesita regresar al nucleo para terminar
su maduracion y realizar el splicing. Para regresar al nucleo el anillo Sim se encuentra con
el capuchén m3G que genera una NLS necesaria para la exportacion de snRNP al nucleo,
utilizando a Impf y SPN1 como adaptadores entre el nucleo y citoplasma para que asi el
snRNP pase impulsado por SMN (Figura 89c). La parte final y maduracién de snRNP en
nucleo es poco estudiada y comprendida, se cree que un sitio interno de U es modificado
por pseudouridilacion o metilacién separando el anillo Sim, Imp B y SPN1 haciendo el

snRNP funcional, asi se obtienen U1, U2, U4, U5 y U6 para el ensamblaje del
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spliceosoma (Figura 89d) (Fischer, Englbrecht y Chari, 2011; Patel y Bellini, 2008; Will y
Ldhrman, 2010; Kaida, 2016; Hall, 2017).

Figura 89. Maduracion de los UsnRNPs/snRNPs (Modificada de Fischer, Englbrecht y Chari,
2011; Patel y Bellini, 2008).
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11.1.11 Splicing alternativo

Los exones de los transcritos primarios (pre-mRNA) pueden ser procesados de manera
consecutiva dando lugar a una sola molécula de mRNA o alternativa dando lugar a
diferentes mRNAs que provienen de un solo pre-mRNA; estos mRNAs procesados

alternadamente se dan por el mecanismo de splicing alternativo (Roy et.al., 2013).

El splicing alternativo es un proceso de edicién post-transcripcional que se produce tras la
obtencion del pre-mRNA y este puede dar lugar a distintas combinaciones de exones; el
splicing alternativo permite que en un mismo gen se pueda estar codificando la
informacion necesaria para sintetizar distintas proteinas ya que mediante este proceso a
partir de un mismo mensajero primario pueden obtenerse varias secuencias de mRNA
maduro dependiendo de cuales sean los exones que se combinen. EI mecanismo de
splicing alternativo es una de las maneras de originar distintas isoformas funcionales de
una misma proteina en diferentes tejidos o compartimentos celulares, y afade
complejidad a los mecanismos de regulacidon de la expresion génica ya que permite
codificar mayor numero de proteinas con el mismo numero de genes. Estudios
bioinformaticos muestra que 40 — 60% de los genes humanos estan sujetos a splicing
alternativo (Roy et.al., 2013; Hall, 2017).

El splicing alternativo esta regulado con patrones especificos espacio-temporales y juega
un papel esencial en la regulacién génica y dependiendo de las condiciones fisiologicas
de pueden dar 5 tipos de splicing alternativo que estan representados en la Figura 90
(Roy et.al., 2013).
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Figura 90. Tipos de splicing alternativo (Modificada de Khan Academy, 2017; Roy et.al., 2013).
11.1.12 Exportacién nucleo—citoplasma del mRNA

La expresion geénica en eucariontes requiere de procesos coordinados en el nucleo, estos
procesos incluyen la maduracion del pre-mRNA, ensamblaje de pre-mRNPs seguido del
transporte a través del espacio intercromatico, acoplamiento y exportacion del mRNA a
través de NPC liberandolo asi dentro del citoplasma en forma de mRNP. Ya previamente
se menciond como es estabilizado, protegido y madurado el mRNA por medio de splicing,
adicion del capuchdn y cola Poli-A, procesos que ocurren simultaneamente durante la
elongacién del transcrito; por lo que ahora se mencionara como debe ser transportado al
citoplasma, pues en eucariontes la transcripcion tiene lugar en el nicleo y la traduccién en
el citoplasma (Cole y Scarcelli 2006; Bjork y Wieslander 2014; Gehring, Wahle y Fischer,
2017).
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El mRNA posee la capacidad de unirse a multiples proteinas para formar parte del pre-
MRNP, procesos rio abajo de la expresién del gen poseen presenta componentes de los
RNPs lo que facilita la formacion del complejo. El pre-mRNP es necesario para que por un
proceso co-transcripcional se madure a mRNP y pueda ser movido al espacio
intercromatico acoplandose a los NPC al pasar a través de él hacia el citoplasma. La
formacion del pre-mRNP se da simultaneamente a la formacién del transcrito mientras la
RNA Pol Il va elongando la cadena de RNA ésta pasa por uno de sus canales haciéndola
accesible a la union de las RNPs. Las proteinas CBP20, CBP80, PABP forman parte del
complejo pre-mRNP asi como TREX1 que es un adaptador para CBC. El pre-mRNP tiene
la actividad intrinseca de plegarse y durante el splicing éste influencia el empalme entre
exoén—intrén dirigiendo y optimizando las reacciones de transesterificacion ya que dentro
de este plegamiento pueden existir sefales que influyan en la eficiencia y ubicaciéon del
splicing; por lo que un plegado incorrecto o lento del pre-mRNP puede estar involucrado
en la cinética del splicing. El pre-mRNP completa su plegamiento al formar una estructura
de 7 nm en forma de liston y esta dado por la interaccion con EJC y proteinas SR (Figura
91a) (Bjork y Wieslander, 2014; Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Muller-McNicoll y
Neugebauer, 2013; Cole y Scarcelli 2006; Zhai y Xiang, 2014).

Los eventos co-transcripcionales en el procesamiento del ensamblaje del pre-mRNP
estan involucrados en la formacién del capuchdn y splicing, éstos son tan importantes
como la correcta formacion del extremo 3’ ya que le confiere a la estructura la capacidad
de ser exportada. El procesamiento del extremo 3’ depende de la fosforilacién de la Ser2
del CTD de la RNA Pol Il ya que promueve la unién de factores de poliadenilacién. En la
poliadenilacion se unen a este extremo las proteinas Nab2 y CPFS6 que reclutan al
receptor de exportaciéon Mex67, adicionalmente CPFS6 puede ser reclutada a la cola Poli-
A al interactuar con Pcf11; por medio de todas estas proteinas se forma el mMRNP maduro
una estructura de ~25 nm, simultdneamente el complejo EJC se une terminando el
splicing (Figura 91b). Asi el mMRNP es liberado al espacio intercromatico donde interactua
con el NPC que tiene forma de anillo y sirve como canal de conexion, si éste no esta
ocupado y el mRNP es competente es exportado al citoplasma (Bjérk y Wieslander, 2014;
Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Muller-McNicoll y Neugebauer, 2013; Cole y Scarcelli
2006; Zhai y Xiang, 2014).

Al igual que los UsnRNP, la exportacion de mRNP depende del receptor CRM1 — RAN

que se unen a NES y por NXF1 se unen a mRNP a través de proteinas adaptadoras
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(Figura 91c). EI NPC esta conformado por ~30 nucleoporinas y por 8 nucleoporinas FG
éstas ultimas atraen al mRNP y se unen por medio de Nab2 para pasar a través del NPC.
Durante la exportacion el mRNP comienza a pasar por el NPC plegado y conforme
avanza por el poro se va desensamblando la estructura empezando con el extremo 5’ del
MRNA que es el primero en entrar en contacto con el citoplasma mientras que el extremo
3’ sigue en contacto con poro en el nucleo. NXF1/NXT1 promueven la capacidad del
MRNP de pasar a través del NPC por interacciones secuenciales que tienen con las
nucleoporinas FG; ya en citoplasma el mMRNP se encuentra en forma de fibra y presenta la
capacidad de interactuar con la caja DEAD de la helicasa Dpb5 y por hidrdlisis de ATP
remodela al mMRNP para liberar a algunos factores como Nab2, Mex67 y CRM1-RAN.
Dpb5 no solo interactta con mRNP cuando ya estad en citoplasma sino que tiene la
capacidad de introducirse en el extremo del NPC e ir atrayendo a mRNP para que pase a
través de este (Figura 91d). El mecanismo de como es que se desensambla el mRNP
liberando al mMRNA no esta muy bien aclarado pero se cree que Dpb5 es capaz de
disociar las proteinas del mRNP cuando es activado por la proteina Gle1 dejando asi
separado al mRNA (Bjork y Wieslander, 2014; Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Muller-
McNicoll y Neugebauer, 2013; Cole y Scarcelli 2006; Zhai y Xiang, 2014).
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Figura 91. Exportaciéon nuclear del mRNA (Modificada de Miller-McNicoll y Neugebauer, 2013;
Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Cole y Scarcelli 2006).

La principal funcién de estos mRNPs es traducir el mRNA en proteina, por lo tanto
también contienen factores y secuencias que permiten reconocer la maquinaria de
traduccion y regularla. Los reguladores de la traduccion como miRNAs o RBPs afectan la
tasa de iniciacion e interfieren en la formacion del complejo inicial que es dependiente del

capuchon. La regulacion mediada por RBPs puede darse por dos mecanismos
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principalmente, el primero es cuando sefales del exterior celular controlan los transcritos
pues les confieren actividades 5TOP inhibiendo su traduccion selectivamente; el factor
Larp1 es un componente de TOP que esta relacionado a este mecanismos de regulacion,
Larp1 es fosforilado por mTOR inhibiendo su capacidad de unirse al motivo TOP
permitiendo la traduccién del mRNA normalmente, su desfosforilacion aumenta su
afinidad por el motivo TOP lo que conlleva al desplazamiento de elF4E inactivando la

traduccién (Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Maller-McNicoll y Neugebauer, 2013).

El otro mecanismo involucra las secuencias reguladoras ARE que promueven la unién de
proteinas que desestabilizan el mMRNA como TTP que recluta al complejo CCR4-NOT (C-
NOT/CCR4/CAF1), la enzima principal que des-adenila la cola Poli-A; los miRNAs
desestabilizan al mRNA por el mismo mecanismo. Existen también otros factores que
regulan la vida media del mRNA positivamente, como a la proteina HUR que también se
une a las secuencias ARE estabilizando al mRNA, sin embargo cuando esta proteina es
ubiquitinizada por el complejo p97/UBX8 se desplaza de la secuencia permitiendo la
degradacion del mRNA ya que deja libre el espacio para la uniéon de TTP (Figura 92)
(Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Mdller-McNicoll y Neugebauer, 2013).

Figura 92. Mecanismo de regulacion del mRNA mediado por RBPs (Modificada de Gehring
et.al. 2017).

154



11.1.13 Degradacion del mRNA

Como ya se menciond, el capuchdon cumple varias funciones en el metabolismo del
MRNA, pues aumenta la eficiencia y precisiéon del splicing ademas de verse involucrado
en el transporte nucleo—citoplasma. En el citoplasma es especificamente reconocido por
el factor de iniciacion de la traduccion elF4E controlando la cantidad de mRNA disponible
para la traduccion y es necesario para proteger y estabilizar ese transcrito, por lo que su
remocion es un mecanismo regulatorio que influencia y afecta la expresion del transcrito

en la sintesis proteica (Ling, Qamra y Song, 2011; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017).

La regulacion en la estabilidad del mRNA ha surgido como un paso en el control de la
expresion génica, la estabilidad del mRNA esta determinada por la tasa de transcripcion y
degradacion. La degradacién del mRNA ocurre por diferentes vias y en células eucariotas
comienza con el acortamiento de la cola Poli-A seguida de su degradacién, ésta puede
darse por dos diferentes maneras: en direccién 5—3’ o en direcciéon 3'—-5’. En direccion
5—3’ la des-adenilacién conlleva a una escision del m7G en el extremo 5, esta regulada
por un proceso catalizado por la enzima Dcp2 dejandolo asi monofosfatado y
exponiéndolo a su degradacion por la exoribonucleasa citoplasmatica Xrn1 (Figura 96a).
Mientras que en direccion 3'—5’ la des-adenilacion y degradacion del extremo 3’ estan
dadas por un complejo de exosomas de RNA citoplasmatico que es un complejo de
multiples subunidades de 3’ exoribonucleasas pero que también poseen actividad de
endoribonucleasas que van degradando la cadena de mRNA desde ese extremo hasta
llegar al capuchén que es hidrolizado por la enzima DcpS (Figura 96b); teniéndose asi
que existen dos clases de enzimas removedoras del capuchén. En los ultimos afos se ha
identificado una tercera enzima removedora del m7G, X29 que hidroliza el metilo en N7
haciéndolo mas susceptible a su degradacion (Li y Kiledjian, 2010; Grudzien-Nogalska y
Kiledjian, 2017; Arribas-Layton et.al., 2013; Ling, Qamra y Song, 2011).

Pero la degradacion del mRNA y remocién del capuchon no esta dada sélo por estas
enzimas, por ejemplo Dcp2 es una hidrolasa de la familia Nudix que en su secuencia
contiene un motivo Nudix conservado lo que le confiere el sitio catalitico dependiente de
metales divalentes pues contiene tres residuos de glutamato que coordinan la hidrolisis
del capuchdn; adicionalmente posee los dominios cajas A y B. La caja A le confiere a la
enzima fidelidad catalitica en el momento de la remocion del capuchoén al interactuar con
la proteina activadora Dcp1 y la caja B es requerida para la union correcta al mMRNA pues

reconoce una secuencia de mas de 25 nt que es el sustrato ideal para el Dcp2 ya que asi
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se previene la degradacion de mRNAs que se estén traduciendo, teniéndose que la
longitud minima del mRNA para que sea reconocido es de ~12 nt (Figura 93) (Arribas-
Layton et.al., 2013; Ling, Qamra y Song, 2011; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017; Liy
Kiledjian, 2010).

Cabe mencionar que el capuchon debe estar metilado ya que sin metilar es un pobre
sustrato para la enzima Dcp2. El mecanismo removedor del capuchén se compone de la
subunidad catalitica Dcp2 y la subunidad reguladora o activadora Dcp1, formando el
complejo Dcp2/Dcp1 (el ejecutor de la reaccion); se necesita formar el complejo pues
Dcp2 requiere de cambios conformacionales provistos por Dcp1 para realizar su funcion;
en estudios enzimaticos se ha visto que en el complejo Dcp2/Dcp1 el promotor Edc1
actua como cofactor de Dcp1 para generar movimientos rotacionales en sitio catalitico de
Dcp2 y asi el complejo se pueda unir al mMRNA (Arribas-Layton et.al., 2013; Ling, Qamra y
Song, 2011; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017; Li y Kiledjian, 2010).

Dcp1 es una proteina que contiene un dominio EVH1 (Figura 93) que es el que le confiere
la interaccion proteina — proteina para interactuar con el NTD de Dcp2 transformando su
estructura abierta no productiva a cerrada productiva. Sin embargo, éste complejo
Dcp2/Dcp1 no esta conservado en eucariontes superiores por lo que se sospecha que el
complejo debe contener mas factores en estos organismos. Es asi como el promotor Edc1
y el promotor Edc2 estimulan la actividad de este complejo favoreciendo su
heterodimerizacién, estas son proteinas estan conservadas en levaduras mientras que en
eucariotas superiores Edc3 y Edc4 son los principales estimuladores en la formacion del
complejo Dcp2/Dcp1 ya que sirven como puente para unir al complejo, esto fue revelado
por medio de SAXS (Arribas-Layton et.al., 2013; Ling, Qamra y Song, 2011; Grudzien-
Nogalska y Kiledjian, 2017; Li y Kiledjian, 2010).

Figura 93. Estructura de los dominios de Dcp2 y Dcp1 (Modificada de Li y Kiledjian, 2010;
Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017).
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Se ha postulado que la remocion del capuchén tiene lugar en los cuerpos P, que no son
organelos pre-formados pero que tienen una dindmica en la agregacion de las proteinas
involucradas en este mecanismo, en estos cuerpos P se forma el complejo Dcp2/Dcp1 y
se encuentran las enzimas Dhh1, Pat1, Edc3/4, el complejo Lsm1 y X1 (Grudzien-
Nogalska y Kiledjian, 2017; Li y Kiledjian, 2010).

Pat1, Dhh1, Edc3 y Lsm1-7 son proteinas conservadas de levaduras a humanos y estan
involucradas en la activacién del complejo Dcp2/Dcp1. Pat1 interactia con Dcp1 y
estimula la liberacion del CBC del capuchédn, ésta se asocia con el complejo Lsm1-7 que
se une selectivamente a mRNAs des-adenilados que es la sefal que activa la remocién
del capuchoén; mientras que Dhh1 es un activador de este mecanismo pues es un
inhibidor de la traduccién ademas de que interactua directamente con Dcp2, Edc3 y Pat1
(Ling, Qamra y Song, 2011; Arribas-Layton et.al., 2013; Grudzien-Nogalska y Kiledjian,
2017; Li y Kiledjian, 2010).

Todas estas proteinas activadoras son reguladas por Upf1, Upf2 y Upf3 que comparten
sitios de union con Dcp2. Estudios recientes han demostrado que la remocion del m7G
puede ocurrir co-traduccionalmente mientras el mMRNA sigue asociado a los ribosomas sin
entrar a los cuerpos P (Figura 94) (Ling, Qamra y Song, 2011; Arribas-Layton et.al., 2013;
Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017; Li y Kiledjian, 2010).
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Figura 94. Mecanismo de degradacién 5°—3’ del mRNA (Modificada de Ling, Qamra y Song,
2011; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017).

Los inhibidores de esta reacciéon se encuentran dentro de las proteinas que se unen al
m7G montando una barrera fisica impidiendo el acceso de Dcp2 y se dividen en dos
clases: la primera clase son proteinas candnicas que se unen directamente al capuchén
en donde el elF4E y CBP20 son los componentes principales; la segunda clase son
proteinas no candnicas que necesitan de un ligador para anclarse al m7G, siendo VCX-A
la proteina que compone este grupo. La cola Poli-A también puede influenciar la remocion
del capuchon pues mientras tenga unida a PABP (Pab1) no se des-adenila y no se da la

sefial para comenzar a quitar el 7mG; también puede unirse al extremo 5 previniendo el
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acceso de las enzimas activadoras. Al unirse VCX-A al capuchén impide que el sitio

catalitico de Dcp2 pueda llevar a cabo la reaccion (Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017;

Ling, Qamra y Song, 2011; Li y Kiledjian, 2010).

Tabla 18. Proteinas involucradas en la remocion del capuchén (Modificada de Ling,

Qamra y Song, 2011; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017).

Proteina

Dhh1

Funcion

Represor de la traduccién,
activador de remociéon del m7G

Represor de la traduccién,
activador de remocién del m7G,

Proteinas con las que
interactua

Dcp2, Pat1, Edc3, Dcp1,
Lsm1-7

Dcp1, Dcp2, Dhh1, Lsm1-7,

Pat1 plataforma para la formacion del Edc3
complejo Dcp2/Dcp1
Complejo activador de remocion .
Lsm1-7 Dpc1, Dcp2, Pat1, cola Poli-A
del m7G
Edc1/2  Activador de remocion del m7G Dcp1, Dcp2, mRNA
Activador de remocion del m7G
Edc3 en la degradacion general del Dep1, Dep2, Dhhi, Pat,
mRNA
mRNA
Edca Actlvadqr de remocion del m7G Dcp1, Dep2
en mamiferos
Inhibidor de remocioén del m7G,
elF4E factor de iniciacion de la Pab1, elF4G, m7G
traduccion
PABP Inhibidor de remocion del m7G, Cola Poli-A, elF4G
se une a cola Poli-A
VCX-A Inhibidor de remo,0|on del m7G, Dcp2, m7G
se une al capuchon
Upf1-3 Recluta complejo activador de Dcp, Pat1, Lsm1-7

remocion del m7G

La degradacion 3'—5' esta dada por DcpS un miembro de la familia HIT que son
nucleétido hidrolasas y se caracterizan por contener un motivo conservado HIT que le

permite reconocer y actuar sobre mRNAs de menos de 10 nt. Esta enzima hidroliza el
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grupo fosfato del capuchén liberandolo como m7GMP; adicionalmente en ambos lados del
motivo HIT contiene dominios que le confieren la capacidad de unirse al capuchén y de
hidrolisis (Figura 95). Los factores reguladores de DcpS en mamiferos no han sido bien
estudiados. Sin embargo, se sabe que DcpS tiene la capacidad de acoplarse con los
exosomas potencializando su accién y que si el splicing del pre-mRNA comienza en el

extremo 5’ se favorecera su degradacion por esta via (Figura 96b) (Li y Kiledjian, 2010).

Figura 95. Estructura de los dominios de DcpS (Modificada de Li y Kiledjian, 2010).

Figura 96. Comparaciéon entre mecanismos de degradacion del mRNA (Modificada de Li y
Kiledjian, 2010).
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Otro mecanismo que involucra la regulacién en el extremo 5’ es el cual en que la enzima
Rail se ve involucrada en convertir el grupo trifosfato del capuchén en monofosfato o des-
metilarlo permitiendo su degradacién. Esta proteina también posee la capacidad de unirse
a la 5 exoribonucleasa Xrn2 formando un complejo que reconoce el extremo 5’
monofosfatado para degradarlo. Dos enzimas homélogas a Rail han sido encontradas la
enzima Ydr370C que ademas de poseer las mismas actividades que Rail tiene la
actividad de 5’ exoribonucleasa y asi potencializa la degradacion del mRNA al formar un
complejo con Dxo1 que también posee actividad 5 exoribonucleasa; pero este complejo
no tiene actividad de pirofosfatasa a diferencia del complejo Rail/Xrn2. Cabe mencionar
que la accion de estas enzimas solo es posible si el extremo 5 esta monofosfatado. La
otra enzima homodloga es Dom3Z, sélo se encuentra presente en mamiferos y posee la
actividad de pirofosfatasa como la de 5’ exoribonucleasa que junto con la enzima DXO
(homologa a Dox1 en mamiferos) forman un complejo capaz de degradar el mMRNA desde
su extremo 5’ sin necesidad de que este se encuentre monofosfatado, también pueden

escindir el capuchén aunque éste se encuentre tri-metilado (Zhai y Xiang, 2014).
11.1.14 Regulacion en el extremo 3’UTR

Como ya se mencioné el CDS es la porcion de DNA que se transcribe a mRNA para ser
traducida pero ésta también incluye regiones sin transcribir en sus extremo 5’ y 3’. El 3’
UTR esta definido por la poliadenilacion o la PAP ya que éste se encuentra entre el codon
de paro y el inicio de la cola Poli-A por lo que se ve afectado por estos mecanismos.
Recientemente se ha observado que estas regiones no codificantes de mRNA son
elementos reguladores importantes impactando en la expresion génica, asi como en la
estabilidad, exportacién nuclear, localizacion sub-celular y eficiencia de la traduccion del
mRNA influenciando la cantidad de proteina sintetizada, principalmente los 3' UTRs; por
lo que cualquier mutacién o defecto en estas regiones afectaran la expresion del gen
(Matoulkova et.al., 2012; Kaida, 2016; Arribas-Layton et.al., 2013).

También se ha visto que los genes que mas se expresan contienen sitios para la
poliadenilacion proximales a 3’ UTR y éstos son mas cortos comparados con los 3° UTR
largos en donde la expresion del gen disminuye. Numerosos componentes del
procesamiento del extremo 3’ estan involucrados en el reconocimiento, sitio de escision y
poliadenilacion del mRNA al unirse a elementos cis adyacentes al 3’ UTR; ademas de
estar influenciados por modificaciones post-transcripcionales como fosforilacion,

acetilacion, sumolacion o metilaciéon. Las isoformas de 3 UTR resultantes de PAP o
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splicing alternativo se reflejan en la sintesis proteica y su longitud esta inversamente
correlacionada con la estabilidad del mRNA, expresion y proliferacion celular; las
isoformas cortas son mas estables por lo que tienen una capacidad transcripcional mas
elevada y mayor potencial de produccién de proteinas al escapar de los mecanismos de
degradacién de las isoformas largas. También la correlacion de la longitud de los 3° UTR
se ha visto relacionada con la cantidad de GC pues genes con regiones carentes de estas
bases presentan 3’ UTR cortos y las isoformas se expresan dependiendo del tipo celular
(Matoulkova et.al., 2012; Kaida, 2016; Arribas-Layton et.al., 2013).

Los UTRs son conservados entre especies y poseen elementos regulatorios cis (Figura
97) que son reconocidos por elementos regulatorios frans, principalmente RBPs u otros
RNAs. Uno de los elementos 3' UTR cis son las regiones ARE que influencian la
estabilidad del mRNA, progresion de la traduccién y procesamiento alternativo del pre-
MRNA y es el mayor elemento de represién traduccional y desestabilizacién del mRNA,;
este elemento contiene un motivo con secuencia AUUUA y por analisis de quimeras se ha
demostrado que incrementar el numero de este motivo desestabiliza el mMRNA. ARE se
divide en tres clases: la clase | contiene tres motivos AUUUA, la clase Il tiene multiples
copias y en la clase Ill el motivo no es AUUUA pues su secuencia cambia a GUUUG; una
de las funciones de este elemento es participar en la des-adenilacion de la cola Poli-A al
acortarla 30 — 60 nt por una digestién ribonucleotidica suprimiendo la traduccion al
desestabilizar al mMRNA. Estas secuencias son reconocidas por ARE-BPs siendo las
proteinas AUF1, TTP, etc. las que contribuyen en una regulacion negativa, mientras que
las proteinas de la familia ELAV (NF90, HuR) promueven la traduccién al estabilizar el
mMRNA. Adicionalmente, la remocién del capuchoén esta implicada en el mecanismo ARE
ya que las ARE-BPs son reclutadas por el complejo de remocién del m7G (Matoulkova
et.al., 2012; Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Grudzien-Nogalska y Kiledjian, 2017).

Otro elemento cis en 3’ UTR es GRE que presenta la secuencia GUUUUG para que sus
proteinas de unidn regulen eventos postranscripcionales, degradacion, des-adenilacion y
splicing del mRNA. En humanos estas proteinas de unién son CUGBP1 y CUGBP2, la
primera tiene efectos de desestabilizacion del mRNA seguido de un aumento en la
eficiencia de la traduccion, mientras que la segunda lo estabiliza inhibiendo la traduccién.
CURE y DICE son otros elementos de regulacion cis y estan considerados dentro de la
misma region de 3’ UTR donde sus secuencias sirven como sitio de unién para las

proteinas hnRNPE1 y hnRNPK, ambas inhiben la iniciaciéon de la traduccion al inhibir el
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ensamblaje 80S del ribosoma, su secuencia ha sido identificada como
(C/U)CCANXCCC(U/A)PyxUC(C/U)CC en donde Pyx pueden ser 1 —4 nt de C o U y Nx
pueden ser 0 — 5 nt diferentes. Esta diversidad en la secuencia también permite el
ensamblaje de PTB una proteina que se une a los sitios distantes del 3° UTR permitiendo
introducir otro RNA lo que crea un bucle para el reclutamiento de los ribosomas en la
traduccion; esta proteina también afecta la poliadenilacion, formacién del capuchon y
estabilidad del mRNA (Matoulkova et.al., 2012; Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Grudzien-
Nogalska y Kiledjian, 2017).

Los elementos CARE son los repetidos de dinucledtidos mas comunes en el genoma
humano y se localizan dentro de CDS como de las regiones no codificantes con un sitio
de union a la proteina hnRNPL que asegura la estabilidad del mRNA. Por ultimo los
elementos IRE son secuencias de 26 — 30 nt que se pueden encontrar dentro de 5° UTR o
3’ UTR, siendo mas comun en el segundo, su secuencia es CAGA/UGX donde X puede
ser A, C o U y estos elementos crean un bucle que es reconocido por IRP2 una proteina
que regula positivamente la traduccidén pues estabiliza al mRNA y disminuye la velocidad
de reaccion. Dentro de los elementos trans en 3’'UTR se encuentran RPBs, ncRNAs y
miRNAs; estos ultimos regulan la expresion del 60% de genes codificantes para proteinas
en humanos al promover la desestabilizacion/degradaciéon del mRNA o inhibiendo la
traduccion y su sitio de union esta dado por una secuencia de 6 nt consecutivos iguales
(Matoulkova et.al., 2012; Gehring, Wahle y Fischer, 2017; Grudzien-Nogalska y Kiledjian,
2017).

Figura 97. Elementos reguladores cis de 3’ UTR (Modificada de Matoulkova et.al., 2012).
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11.2 Transcripcion Procariota

En las bacterias la transcripcion y la traduccion tienen lugar en el citoplasma bacteriano y
son simultaneas por lo que no se requiere de mecanismos de exportacion siendo asi, que
la traduccién en organismos procariontes es mas sencilla. Al ser un genoma circular y no
poseer intrones tampoco se requiere de mecanismos de maduracién por lo que el primer

transcrito del mRNA es el que va a ser codificado.
11.2.1 RNA polimerasa

Comenzando con que las tres moléculas principales de RNA (tRNA, rRNA, mRNA) son
sintetizadas por un solo tipo de RNA polimerasa, la RNA polimerasa DNA dependiente
(RNAP), que a diferencia de organismos eucariontes que emplean tres tipos de RNA
polimerasas; la velocidad de sintesis de la RNAP es de ~40 nucleétidos/segundo a 37 °C;
ésta velocidad es aproximadamente la misma que la de traduccion (15 aminoacidos/seg)
pero mucho mas lenta que la de replicacién del DNA (800 pb/seg) (Mooney et.al., 2005;
Clancy, 2008; Zhang, Najmi y Schneider, 2017).

Muchas estructuras cristalograficas de la RNAP han demostrado que tiene cierta similitud
con la RNA Pol Il pues de igual manera se asemeja a la pinza de un cangrejo en donde
los sitios cataliticos se encuentran en los extremos de pinza; compuesta también de los
cuatro nédulos rigidos, el “nucleo”, “estante”, “abrazadera” y “lébulo mandibular” con
dominios modulares menores anclados a cada uno. De igual manera, el nucleo y el
estante constituyen la parte central de proteina de donde se forman los canales primario y
secundario y donde salen en forma de protuberancia la abrazadera y I6bulo mandibular
como las pinzas de un cangrejo. La funcion del canal primario y secundario es la misma
que la de la RNA Pol Il pues es el sitio de union de los acidos nucleicos y el poro de
entrada de los rNTPs. El nucleo y el estante constituyen la parte central de la estructura y
el sitio catalitico donde se encuentra el hibrido DNA/RNA, que estan conectados por una
hélice (Figura 98). La principal diferencia a la RNA Pol Il es que ésta cuenta con 12
subunidades (RPB1 — RPB12) mientras que esta enzima consiste de 5 subunidades (aa,
B, B’ y w) con un masa molecular de 400 kDa, donde las subunidad RBP1 y RBP2 son
funcionalmente comparables a las subunidades 8 y B’ de RNAP, RBP3 ha sido propuesto
como un analogo de una de las subunidades a (Figura 99a) (Tagami, Sekine y Yokoyama,
2011; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Villain-Guillot et.al., 2007; Mooney et.al., 2005;
Clancy, 2008).
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Adicionalmente la RNAP forma un complejo holoenzima (RNAP HE) con el factor ¢ que
reconoce especificamente al promotor e inicia la transcripcion; este factor es el mas
conservado de todos y posee cuatro dominios (1 — 4): la regidon 1 antagoniza la actividad
de unién al DNA, la region 2 se une al nucleo de la RNAP y al promotor (-10), la region 3
interactua con secuencias rio arriba de los promotores (-10) en el DNA y con el canal
secundario de RNAP y la region 4 esta involucrada en la unién con elementos -35 del
promotor (Figura 99b). Para asociarse con la enzima crea una estructura en forma de V
en donde cambios conformacionales son requeridos en el nucleo de RNAP y en el factor
o facilitando el reconocimiento del promotor, la apertura del promotor e iniciacién de la
transcripcién; el factor o es liberado del complejo poco después de que la transcripcion es
iniciada y la elongacion proceda en ausencia de este factor (Tagami, Sekine y Yokoyama,
2011; Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Villain-Guillot et.al., 2007; Mooney et.al., 2005;
Clancy, 2008).

Figura 98. Esquema de la estructura de la RNAP. (Modificada de Sekine, Tagami y Yokoyama,
2012)
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Figura 99. Estructura de los dominios de la RNAP (Modificada de Tagami, Sekine y Yokoyama,
2011; Villain-Guillot et.al., 2007).

11.2.2 Factor o

El factor o es disociable del complejo pues su Unica funcidn es reconocer la secuencia del
promotor exponiendo el sitio de inicio de la transcripcion, a este proceso se le denomind
ciclo o (Figura 100); donde o se disocia de RNAP cuando el EC es estable y completo.
La enzima NusA actua como cofactor en la disociacion de o pues compite con la region 4
como sitio de union; una vez que RNAP termina la transcripcidén y se separa del RNA y
DNA siendo libre de volver a formar la union con o para iniciar otro ciclo de transcripcién
la clave de que este ciclo sea tan funcional y eficaz es la habilidad de RNAP de ser
reprogramada rapidamente permitiendo asi que las células se adapten a patrones de
transcripcién optimizando el metabolismo celular en respuesta a condiciones externas y
sefiales celulares (Sekine, Tagami y Yokoyama, 2012; Mooney et.al., 2005; Tagami,

Sekine y Yokoyama, 2011).

La obtencién de la estructura de RNAP ha sido posible a ensayos con el factor Gfh1 un
inhibidor de la transcripcion; donde se reveld que el sitio de union de RNAP para Gfh1 es
muy pequefio requiriendo que el inhibidor tenga un cambio conformacional para
acomodarse en ese sitio, asi como la enzima; el CTD de Gfh1 se superenrolla en las
subunidades B donde su extremo final alcanza el canal secundario y el principal lo coloca
cerca del sitio catalitico bloqueando asi el acceso de los rNTPs al sitio catalitico. Por este
medio es que fue posible observar que existen dos cambios conformacionales en RNAP
el “trinquete” entre los dos canales y el “balanceo” de la abrazadera, y se cree que ambos
cambios se dan durante el tiempo de pausa antes de la translocacién de la RNAP y
terminacion de la transcripcion. Se dice que la abrazadera se balancea pues a
comparacion de la estructura normal del EC ésta se encuentra inclinada 7° en relacion al
nucleo ademas de que este cambio conlleva a ampliar el canal primario pues existe un

mayor contacto entre los dominios a y [3’; sugiriéendonos que Gfh1 se une a la forma en
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“trinquete” de la RNAP para inhibir su funcién (Figura 101) (Sekine, Tagami y Yokoyama,
2012; Mooney et.al., 2005; Tagami, Sekine y Yokoyama, 2011).

Figura 100. Ciclo sigma (Modificada de Mooney et.al., 2005).

Figura 101. Cambios conformacionales de RNAP (Modificada de Sekine, Tagami y Yokoyama,
2012).

Como se puede ver los mecanismos de transcripcion difieren entre eucariontes vy
procariontes debido a que en la transcripcion eucarionte se depende de un gran numero
de factores de iniciacion, elongacion y terminacion de la transcripcion acoplados a la RNA
Pol Il, asi como la maduraciéon del mRNA. La transcripcion procarionte es mas sencilla
con menor cantidad de factores, comenzando con las funciones de la RNAP y sin la
necesidad que ésta pase por muchos cambios (Lewis, Doherty y Clarke, 2008; Wade y
Struhl 2008; Clancy, 2008; Browning y Busby, 2016).
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11.2.3 Reconocimiento del promotor

Otra diferencia significativa es la secuencia promotora, mientras que eucariontes se tienen
muchos elementos para que se inicie la transcripcién las células procariotas solo
requieren de dos. El promotor es la secuencia de DNA necesaria para que la RNAP se
una a la cadena molde y lleve a cabo la reaccion de iniciacion, en bacterias esta
secuencias debe contener por lo menos 12 pb para que sea reconocida por el factor o. La
secuencia no es contigua pues como ya se mencion6 se encuentra 35 pb y 10 pb rio
arriba del sitio donde inicia la transcripcion, asi el factor  media la union del DNA con la
RNAP determinando la secuencia, esta funcién es comparable a lo que hace TFIIB en
eucariontes. Hay cuatro secuencias consenso que se pueden localizar dentro de estos
dos elementos del promotor, la secuencia consenso en -10 es denominada caja TATA
pues su principal secuencia es TATAAT, mientras que en -35 pueden encontrarse las
secuencias TTGACG, TTGACA, AACTGT para ser reconocidas por el factor o (Figura
102); una vez que se llevo a cabo la interaccion la region -10 facilita el desacoplamiento
de la cadena de DNA molde al romperse los enlaces fosfodiéster formando una burbuja
de transcripcion (Lewis, Doherty y Clarke, 2008; Wade y Struhl 2008; Clancy, 2008;
Browning y Busby, 2016).

Figura 102. Secuencia de los elementos del promotor en eucariontes (Modificada de Lewis,
Doherty y Clarke, 2008).

Las eubacterias poseen multiples factores o que son capaces de formar holoenzimas con
diferentes RNAPs por lo que son capaces de reconocer diferentes secuencias del
promotor y regular diferentes clases de genes simultdneamente (Browning y Busby, 2016;

Robinson y van Oijen, 2013).
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11.2.4 Iniciacion

La iniciacion de la transcripcién ocurre esencialmente en cuatro pasos y cuando se da la
formacion del EC (RNAP, DNA molde y transcrito de mRNA), la RNAP HE se une al
promotor el DNA para formar un complejo pre-iniciacion cerrado; este complejo se llama
asi pues las cadenas de DNA permanecen unidas y que posteriormente el complejo
separa las cadenas de DNA en el sitio de inicio de la transcripcion para formar un
complejo abierto en donde finalmente se da el escape del promotor (por el factor o) del
RNAP HE para dar inicio a la transicion iniciacion — elongacion. El escape del promotor
tipicamente incluye multiples ciclos abortivos donde la produccion de éstos da fin a la fase
de iniciacién; estos ciclos se caracterizan por la sintesis de RNAs cortos (2 — 15 nt). La
cara rio arriba de la RNAP permanece estacionaria con respecto al DNA mientras se
estan dando estos ciclos abortivos (Figura 103) (Wade y Struhl 2008; Lewis, Doherty y
Clarke, 2008; Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen, 2013).

Figura 103. Iniciacién de la transcripcion en procariontes (Modificada de Wade y Struhl 2008).

Estudios recientes con fluorescencia muestran que la disociacion del factor c de RNAP
HE requiere de la unién con la proteina activada NtrC para que se pueda formar el
complejo abierto, esta reaccion es dependiente de la hidrdlisis de ATP que es la senal de
activacion para que las cadenas de DNA se separen. Estos estudios también revelaron

que el complejo cerrado se forma durante dos tiempos diferentes el tiempo corto (~2 seg)
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y el tiempo largo (~80 seg), en donde la formacién del complejo abierto se da
subsecuente al tiempo largo del complejo cerrado (Wade y Struhl 2008; Lewis, Doherty y
Clarke, 2008; Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen, 2013).

11.2.5 Elongacién

La transicién entre iniciacion a elongacion en E. coli determinada por ChIP mostré que su
TR (radio de asociacion entre el promotor y la secuencia codificada) es <1 indicando que
esta transicion esta limitada en la mayoria de las regiones transcritas y que RNAP
depende de un contacto de 1 — 3 seg con el promotor después de la disociacion del factor
o antes de empezar a sintetizar el mRNA (Wade y Struhl 2008; Browning y Busby, 2016;
Robinson y van Oijen, 2013).

La regulacion del EC esta dada por los factores Nus y Gre, NusA y NusG que son factores
globales de transcripcion y regulan dos clases de EC; los EC anti-terminacién estan
involucrados en la sintesis de rRNA y los EC del mRNA, los segundos son complejos
altamente sensibles a sefales internas y externas de pausa y terminacion para asegurar
la eficiente regulacion de la expresidon génica; mientras que los EC anti-terminacién son
altamente procesivos capaces de sintetizar transcritos de varias Kb. Ya se habia
mencionado que en la transcripcion del mMRNA NusA disocia al factor ¢ para que se
comience a elongar la cadena pero también se ve involucrado en la regulacion de los EC
anti-terminacién, en vez de disminuir la vida media y pausar la transcripciéon para
terminarla como lo hace con el MRNA aumenta la tasa de elongacién del complejo (Wade
y Struhl 2008; Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen, 2013; Lewis, Doherty y
Clarke, 2008; Porrua, Boudvillain y Libri, 2016).

NusG actua incrementando la tasa de elongacion tanto el EC para mRNA como el EC
anti-terminacion; se ha encontrado que este factor es esencial para bacterias Gram
negativas por la interaccion que presenta con la proteina Rho en la terminacion de la
transcripcion ya que Rho se encuentra en mayores cantidades en Gram negativas que en
Gram positivas. Por ultimo los factores Gre se unen al canal secundario de la RNAP y
estan involucrados en reiniciar los complejos en pausa para que no se lleve a cabo la
terminacién de la transcripcién; la elongacion se ve afectada por lesiones en el DNA o
proteinas de unién a este que bloquean la accién de la RNAP (Wade y Struhl 2008;
Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen, 2013; Lewis, Doherty y Clarke, 2008;
Porrua, Boudvillain y Libri, 2016).
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11.2.6 Terminacion

La terminacion de la transcripcion se requiere como mecanismo regulatorio independiente
y para prevenir que haya un solapamiento entre eventos transcripcionales pudiendo
interferir unos con otros. Debido a su estabilidad la disociacién del EC requiere de mucha
energia y en bacterias las sefales de terminacién de dividen en dos clases dependiendo
de si estas solo necesitan informacion codificada en el DNA o si requieren de la accion de
una proteina reguladora para desestabilizar el EC, por lo que se presentan dos
mecanismos conforme se llevan a cabo. El primero es la terminacion intrinseca que es
activada por una sefial de acidos nucleicos haciéndola suficientemente fuerte para
desestabilizar el EC, estas sefales intrinsecas estan presentes en los transcritos
bacterianos como una secuencia rica en GC que tiene la capacidad de crear una
estructura en forma de bucle, estas secuencias se encuentran dentro de los genes vy
operones de bacterias en la regién 5’UTR regulando asi la expresién génica al inducir la
terminacion temprana de la transcripcion. El tiempo de pausa de la RNAP ocurre antes de
comenzar la terminacién y es un componente importante de este mecanismo ya que
favorece la formacion de del hibrido RNA-DNA que es poco estable en el canal primario,
este hibrido provee el tiempo necesario para que se forme el bucle y pueda invadir el
canal de salida del mMRNA en la RNAP; asi se desestabiliza el EC y se disocia (Figura
104a) (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen
2013).

Se han propuesto varios modelos de cémo la formacion del bucle termina con la
transcripcion, el primero propone que la disociacion del hibrido es iniciada en posicion
proximal del lugar de formacion del bucle facilitando la liberacion de la RNAP por una
secuencia de residuos de U que se encuentra rio debajo de bucle (Figura 104a); el
segundo modelo de hipertranslocacion, sugiere que la formacion del bucle empuja a la
RNAP a través del DNA sin la adiciéon de nt al extremo 3’ del mRNA resultando en el
acortamiento progresivo del hibrido. Por ultimo, el tercer modelo propone que la invasion
del canal de salida del mRNA por el bucle activa cambios conformacionales en la RNAP
para desestabilizar el EC y disociarla de este, este modelo postula la accién directa del
bucle para desestabilizar a la enzima (Figura 104b) (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016;

Browning y Busby, 2016; Robinson y van Oijen 2013).

El segundo mecanismo de terminacion es dependiente de Rho y se caracteriza por el

estricto reclutamiento de esta proteina por secuencias determinantes relajadas (Figura
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104d), la versatilidad en estas secuencias permite que la presencia de Rho en el mMRNA
desaloje a la RNAP. Rho es un homohexamero en forma de anillo que es ATP
dependiente y se une a secuencias de 85 — 100 nt de largo denominadas sitios Rut, estos
sitios son caracteristicos por contener secuencias ricas en C y pobres en G y la unién de
Rho a estos sitios es determinante para su actividad. Una vez establecido el vinculo Rho
se posiciona sobre el mRNA por medio de sus anillos centrales provocando su
translocacion dependiente de la hidrdlisis de ATP. La proteina comienza este movimiento
desde el extremo 3’ del mMRNA con el fin de alcanzar a la RNAP disociada rio abajo en el
TTS, la procesividad de Rho es moderada y solo comienza la disociacion del EC después
de translocarse 60 — 80 nt. La fuerza de Rho es la suficiente para que cuando entre en
contacto con la RNAP pueda empujarla mecanicamente y separarla del EC (Figura 104c).
Estudios gendmicos demuestran que Rho necesita de un cofactor, la proteina NusG que
aunque solo estimula su actividad un 20% es requerida para la accion de Rho; aparte se
ha mostrado que filamentos de la proteina H-NS co-localizan con Rho facilitando su
actividad al estimular la pausa de la RNAP (Porrua, Boudvillain y Libri, 2016; Browning y
Busby, 2016; Robinson y van Oijen 2013).

Figura 104. Mecanismos de terminacién de la transcripciéon en procariontes (Modificada de
Porrua, Boudvillain y Libri, 2016).
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Figura 105. Esquema general de la transcripcion en procariontes (Modificada de Browning y

Busby, 2016).

173



12.TRADUCCION

Las instrucciones para construir proteinas estan codificadas en el DNA de una célula en
forma de genes; como se describié en el dogma central de la biologia molecular la
informacion de un gen se puede utilizar para construir una proteina en un proceso de dos
pasos: el primero es la transcripcion que ya se describié previamente cédmo la secuencia
de nucleétidos del DNA pasa a ser un mRNA que se va a “decodificar/leer” para construir
un polipéptido con una secuencia especifica de aminoacidos, la traduccion es esa etapa
que implica pasar de una secuencia de pb del mRNa a una secuencia de aa del

polipéptido (Koonin y Novozhilov, 2009).

Todas las proteinas se sintetizan a partir del mRNA éste se lee en direcciéon 5 —3 en
donde la cadena de polipéptidos se sintetiza a partir el extremo NTD al CTD, de acuerdo
con el codigo genético cada aminoacido es especifico de un codén del mRNA. El codigo
genético es una regla que dicta cémo la informacion codificada en la secuencia del mMRNA
es traducida a secuencia de aminoacidos para formar un polipéptido; el desciframiento de
éste fue descrito por Francis Crick y Sydney Brenner en 1961 al asignar un aminoacido a
cada triplete de nucledtidos o coddn (Samiksha, 2016; Knight, Freeland y Landweber,
2011; Koonin y Novozhilov, 2009).

Esta conexion entre genes y la sintesis de polipéptidos es denominada cistron, éste
consiste en un largo numero de nucledtidos dispuestos en codones; Crick y Sydney
explicaron el cédigo genético diciendo que las “letras” son el lenguaje que se encuentra
en las pares de bases del mMRNA, que los codones (grupos de esos pares de bases) son
las “palabras” y asi las “oraciones” o “parrafos” equivalen a un grupo de codones. Asi la
informacién escrita en un lenguaje de cuatro letras (nucleétidos) puede traducirse a un
lenguaje de veinte letras (aminoacidos) (Samiksha, 2016; Knight, Freeland y Landweber,
2011; Koonin y Novozhilov, 2009).

Inicialmente el desciframiento del cddigo genético implicaba tres teorias: la primera decia
que el codigo mas simple posible es un cédigo unitario (1 nt) en el que un nucledtido
codifica un aminoacido, tal cédigo es inadecuado ya que soélo se podrian especificar
cuatro aminoacidos por lo que fue rechazada. La segunda indicaba que un cddigo doble
(2 nt) era el que codificaba para un aminoacido, esta teoria también era inadecuada
porque solamente podria especificar para 16 aminoacidos. Mientras que un cédigo triple

(triplete, 3 nt) era la teoria aceptada ya que la combinacién de los nucleétidos podria
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especificar para 64 aminoacidos, a manera que Gamow en ese mismo ano determiné que
el triplete es el requerido para codificar la secuencia de aminoacidos (Samiksha, 2016;

Knight, Freeland y Landweber, 2011; Koonin y Novozhilov, 2009).

La unica problematica que se presentd en esa época es que no sabian como determinar
el coddén para cada uno de los 20 aminoacidos, hasta que Gruberg y Severo Ochoa
descubrieron la poliribonucleétido fosforilasa una enzima capaz de sintetizar RNA sin la
necesidad de emplear un molde; asi en 1962 Khorana empleando esta enzima desarrollé
una técnica de sintesis de RNA con una combinacién de pares de bases especifica, un
homopolimero que consiste en un RNA sintético que solamente contiene un tipo de nty
un copolimero que contiene dos tipos de nucledtidos y en colaboracién con Nirenberg
prepararon homopolimeros de U, C, Ay G lo que les permitié observar qué aminoacido
era formado a partir de qué nucleétido encontrando que CCC codificaba para prolina,
UUU para fenilalanina y AAA para lisina. Como observaron que el triplete GGG no se
tradujo en nada en 1964 Khorana empleando copolimeros observé la formacién de
aminodacidos alternos como cisteina y valina; mas tarde se descubrié que GGG codifica
para glicina. Entonces en un mRNA las instrucciones para construir un polipéptido estan
organizadas en forma de codones (Figura 107) en el cual existen 64 codones diferentes
que especifican 20 aminoacidos (Figura 106) organizandose asi en que cada codén
determina un aminoacido teniéndose multiples posibles combinaciones que especificaran
diferentes aminoacidos, es decir, que algunos pueden ser especificados por varios
codones (Samiksha, 2016; Knight, Freeland y Landweber, 2011; Koonin y Novozhilov,
2009).

Figura 106. Codigo genético (Modificada de Knight, Freeland y Landweber, 2011; Samiksha,
2016).
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Los 64 codones son decodificados en la direccion en que son leidos (5—3)
encontrandose hasta un codon de paro, éste determina el sitio hasta donde va a ser
decodificado el mMRNA y es el punto que indica que un polipéptido esta completo (Figura
107); teniéndose tres codones de paro codificados por UAA, UAG y UGA. También se
requiere de un codoén de inicio que esta dado por AUG, éste especifica el aminoacido
metionina y sirve como sefial de inicio de la traduccidn pues el mMRNA posee regiones sin
traducir en sus extremos 5’ UTR y 3' UTR. Asi el cédigo genético posee 9 caracteristicas
que definen su funcionamiento: (Koonin y Novozhilov, 2009; Samiksha, 2016; Ralston,
2008; Knight, Freeland y Landweber, 2011)

Esta organizado en codones: Cada 3 nt adyacentes constituyen un codén que
determina el posicionamiento de un aminoacido en un polipéptido (Figura 107).

Posee una sefial de inicio: Como ya se menciond esta el codon AUG que es el
principal, aunque también puede darse esta sefal por el codéon GUG que codifica para
valina.

Posee una senal de paro: Determinando la secuencia necesaria de aminoacidos del
polipéptido, los codones UAA, UAG y UGA que no codifican para ningun aminoacido
son denominados sin sentido, por lo que los codones con sentido (que codifican)
serian 61.

Es degenerado y flexible en la 3% base del codon: Esta caracteristica significa que un
aminoacido puede estar codificado por mas de un codén (Figura 106), no implica la
falta de especificidad en la sintesis proteica sino la variedad de combinaciones
posibles para formar un codoén. Existen dos tipos de degeneracion: la parcial indica
que los dos primeros nucleétidos del codén son idénticos difiriendo del tercero, y la
completa indica que las dos primeras bases difieren entre si y la tercera puede ser
cualquiera de las 4 (A, C, G o U) es flexible al poder emparejarse con otra base para

formar el codon.

Figura 107. Un codén codifica para un aminoacido (Modificada de Knight, Freeland y
Landweber, 2011).
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Vi.

Vii.

viii.

No es solapado: Indica que un aminoacido es especificado por un codén y este no se
puede combinar con el adyacente, es decir, la misma base no se puede utilizar para
dos codones diferentes (Figura 108).

No es ambiguo: Esto indica que un codén siempre va a determinar solamente un
aminoacido, no puede codificar para dos o mas. La ambigtiedad del cédigo genético
se modifica en presencia de factores externos, por ejemplo, en procariontes el codon
UUU codifica para fenilalanina pero en presencia de estreptomicina puede codificar

para leucina, isoleucina o serina.

Figura 108. Solapamiento del cédigo genético (Modificada de Hardin, Kleinsmith y Bertoni,
2015; Samiksha, 2016).

La lectura es corrida, “sin comas”: Esta caracteristica indica que a partir del punto de
inicio la lectura de los codones se va a llevar a cabo sin interrupciones o espacios
vacios, es decir, es continua; ya que si se aflade un nucledtido en medio de la
secuencia o se pausa la lectura la secuencia de los aminoacidos codificados cambia.
No hay ninguna sefial que indique el fin de un coddn contra el inicio de otro (Figura
109).

Es universal: Quiere decir que aplica a todos los organismos, donde la misma
secuencia del nucledtido codifica para el mismo aminoacido en todas las formas de
vida, virus, plantas, microorganismos complejos, eucariontes y eucariontes superiores.
Presenta polaridad: Aqui se abarca en la direccién en que es leido el codigo genético,
ya que si fuera en direccion 3'—5 el coddén podria especificar dos diferentes

aminoacidos haciéndolo ambiguo.
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Figura 109. Lectura del cédigo genético. (Modificada de Ralston, 2008; Koonin y Novozhilov,
2009)

Pero como siempre hay una excepcion a la regla, y en el caso del codigo genético existen
3: en Paramecium y otros ciliados la glutamina puede estar codificada por UAA o UGA; en
algunos fagos existe solapamiento de genes ya que poseen muy pocos y requieren de
este mecanismo para poder codificar multiples proteinas y por ultimo los genes
mitocondriales no aplican en la caracteristica de universalidad pues aqui los aminoacidos
codificados no emplean los mismo codones que los genes nucleares (Samiksha, 2016;
Koonin y Novozhilov, 2009; Ralston, 2008; Knight, Freeland y Landweber, 2001).

La especificidad funcional de los polipéptidos reside en su secuencia lineal de
aminodacidos que determina su estructura primaria, secundaria y terciaria, por lo que los
aminodacidos libres que hay en el citoplasma tienen que unirse para formar los
polipéptidos, ésta secuencia lineal de aminoacidos de un polipéptido depende de la
secuencia lineal del mMRNA que fue determinada por la secuencia del DNA para que asi
en la traduccion participen 4 componentes principales encargados de llevar a cabo el
proceso: los ribosomas donde tiene lugar la traduccion, el tRNA que sirve de molécula
adaptadora entre el mRNA y los aminoacidos que son incorporados a la proteina,
reaccion catalizada por la enzima aminoacil tRNA sintetasa (Knight, Freeland y
Landweber, 20011).

El primer paso que tiene que producirse es la activacién de los aminoacidos y formacién
de los complejos de transferencia. Los aminoacidos por si solos no son capaces de
reconocer los codones del mMRNA por lo que necesitan unirse a un intermediario que sirve
como adaptador entre éstos. En 1958 Crick postuld la necesidad de este intermediario
que acoplara cada aminoacido a su correspondiente codoén siendo el efector el tRNA.

Durante la traduccion los codones del mRNA se leen secuencialmente con el tRNA, el
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adaptador que contiene 70 — 80 nt; éste reconoce unos cuantos codones y suministra el
aminoacido correspondiente el cual se afade al extremo carboxilo del polipéptido que
estad siendo sintetizado, a manera que la cadena de aminoacidos se construye uno a la
vez y la secuencia de aminoacidos en la cadena refleja la secuencia de codones que se
encuentra en el mMRNA que hasta alcanzar el codon de paro se completa el polipéptido
(Clancy y Brown, 2008; Koonin y Novozhilov, 2009; Cooper, 2010).

Estas moléculas encargadas de transportar los aminoacidos hasta el ribosoma y de
reconocer los codones del mMRNA mensajero durante el proceso de traduccién tienen una
estructura en forma de hoja de trébol con varios sitios funcionales, el extremo 3' es el sitio
de union al aminoacido (el brazo aceptor), el lazo DHU con 7 — 12 nt presenta un sitio de
union para la enzima aminoacil tRNA sintetasa encargada de unir los aminoacidos con el
rRNA, el anticodén que se presenta en uno de los lazos con 7 nt y es quien da el
reconocimiento del codon a través de una secuencia complementaria y por ultimo el lazo
TWC de 7 nt que es lugar de enlace al ribosoma (Figura 2) (Clancy y Brown, 2008; Koonin
y Novozhilov, 2009; Cooper, 2010).

La incorporacion de los aminoacidos correctamente codificados a las proteinas depende
de la unién correcta de cada uno con el tRNA, asi como la especificidad en el
apareamiento codén — anticodén. Esta unién catalizada por la enzima aminoacil tRNA
sintetasa encargada de la esterificacion de un aminoacido especifico con su tRNA afin
que resulte compatible para formar un aminoacil tRNA; enzima descubierta por Paul
Zamecnik y Mahlon Hoagland en 1957 que depende del reconocimiento de la enzima a un
solo aminoacido en donde la reaccién esta dada por dos pasos. Primero el aminoacido es
activado por hidroélisis de ATP una reaccion de adenililaciéon que libera un pirofosfato para
formar un intermediario AMP (Figura 110a); este aminoacido activado es unido al extremo
3’ del tRNA que contiene un residuo de otro aminoacido creando un enlace peptidico
entre ellos (Figura 110b). Para entender el mecanismo de como se da la traduccion se
debe comprender de que existen tres eventos esenciales que se repiten en cada codon, el
primero es la decodificacion o reconocimiento del codén de inicio por el tRNA, seguido de
la transferencia del péptido en donde se la incorporacién de aminoacidos y el enlace
peptidico; y por ultimo la translocacion mRNA-tRNA que es la manera en que el ribosoma
codifica el siguiente codon en la cadena de mRNA (Cooper, 2010; Clancy y Brown, 2008;
Frank, 2017).
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Figura 110. Mecanismo de accién de la aminoacil tRNA sintetasa (Modificada de Cooper,
2010).

En todos los organismos la traduccion del codigo genético tiene lugar en los ribosomas un
organelo celular complejo compuesto por rRNA y proteinas ribosomales; en 1960 fue
descubierta su estructura y desde ese tiempo se ha investigado de cémo el ribosoma

copia los codones para producir una cadena de aminoacidos (Frank, 2017).

Los ribosomas son el sitio de sintesis proteica tanto en procariontes como en eucariontes
y estan caracterizados por ser grandes estructuras compuestas por %3 de rRNA y /3
proteinas dispuestas en dos subunidades: la grande o centro peptidil-transferasa
encargada de formar los enlaces peptidicos y la pequefia o centro decodificador que
contiene sitio de unién con el tRNA y es la encargada de leer los codones del mRNA.

Estas subunidades y el rRNA se miden en unidades S de acuerdo a su coeficiente de
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sedimentacion que se realiza por ultracentrifugacion (Browninga y Bailey-Serres, 2015;
Fox, 2010; Frank, 2017; Cooper, 2010).

El ribosoma no solo provee de un espacio en el cual los tRNA se pueden unir al molde de
MRNA sino también cataliza la adicion de cada uno de los aminoacidos unidos al tRNA a
la cadena creciente de polipéptido. La estructura del ribosoma es conservada entre
organismos aunque las subunidades difieren en tamafo, en las células procariotas el
ribosoma es 70S donde la subunidad mayor es de 50S y la menor 30S; cada una de estas
subunidades se compone de diferentes tamafios de rRNA y una variedad de proteinas,
30S se compone de rRNA 16S y 21 RPSs y 50S se compone de rRNA 23S y 5S con 34
RPLs (Figura 111a). Mientras que en células eucariotas las subunidades son mas
grandes, la mayor es 60S que contiene rRNA 28S, 5.8S y 5S con ~49 RPLs y la menor
40S compuesta de rRNA 18S con conformando ~33 RPSs, juntas constituyen un
ribosoma de 80S (Figura 111b) (Browninga y Bailey-Serres, 2015; Fox, 2010; Frank,
2017; Cooper, 2010).

Existe evidencia de que el ribosoma presenta segmentos expandidos y regiones variables
que contienen RPs especificas, tanto para eucariontes como para procariontes;
teniéndose que en bacterias existen 54 RPs, en levaduras 79RPs y en eucariotas
superiores 79 — 80 de estas proteinas presentes como copia Unica. Estas RPs son
esenciales para interactuar con el elF3 en la iniciacién en eucariontes. A su vez, cada
ribosoma contiene tres ranuras que son sitios de unién para el tRNA, conocidos como los
sitios A, P y E y al ser conservados no difieren en estructura ni funcién entre organismos.
El tRNA se mueve a través de estos sitios conforme se leen los codones y se suministran
aminoacidos durante la traduccién y cada uno tiene un papel diferente en los pasos que
involucra la traduccion. El sitio A es el lugar donde el tRNA primero se une con su codén
correspondiente y el sitio de unién para la enzima aminoacil tRNA sintetasa; el sitio
P contiene el tRNA que lleva la cadena de aminoacidos que se esta sintetizando, esta
cadena se transfiere al tRNA del sitio A durante la adicion del aminoacido para que se
forme el enlace peptidico; y el sitio E es donde se mueve el tRNA una vez que ya no lleva
un aminoacido o cadena de proteina, éste es el sitio de salida del ribosoma (Figura 111c)
(Browninga y Bailey-Serres, 2015; Fox, 2010; Frank, 2017; Cooper, 2010).

La estructura “completa” del ribosoma para que éste sea funcional se compone de la
union varios tRNAs, el mMRNA, la enzima sintetasa y factores de elongacion que llevan a

cabo el proceso; esta estructura fue analizada por cristalografia con rayos X y crio-EM lo
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que permitid establecer las interacciones que se dan entre el ribosoma y el tRNA en el
momento de la traduccion ademas de que se determino el papel que juega un ion de Mg?*
estabilizando el MRNA en el centro de decodificacién del ribosoma, el sitio P (Browninga y
Bailey-Serres, 2015; Fox, 2010; Frank, 2017; Cooper, 2010).

Figura 111. Subunidades y sitios del ribosoma procariontes y eucarionte (Modificada de
Hardin, Kleinsmith y Bertoni, 2015).

El mecanismo de traduccion entre procariontes y eucariontes es similar con pequenas

particularidades que determinan la posicion en como se da la sintesis del polipéptido
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iniciada por el mMRNA. Como ya se sabe existe un codon de inicio que activa este
mecanismo pero no es suficiente; la traduccién no simplemente empieza en el extremo 5’
del mRNA se necesita de un sitio especifico denominado ORF que es el sitio especifico
que contiene la secuencia para codificar una proteina y de donde inicia la traduccién

(Barbosa, Peixero y Romao, 2013; Clancy y Brown, 2008; Cooper, 2010).

Tanto en procariontes como en eucariontes el extremo 5 no es codificante, en
eucariontes es denominado 5 UTR una secuencia de ~35 pb que precede al ORF y se
caracteriza por ser monocistrénico al codificar una sola cadena polipeptidica, la presencia
del capuchon que se encuentra lejos de coddn de inicio es la sefial necesaria para iniciar
la traduccién (Figura 112a). Mientras que en procariontes el ORF es policistronico ya que
una misma secuencia es capaz de codificar diferentes proteinas al poseer varios sitios de
inicio de la traduccién. A este ORF le precede una secuencia Shine-Dalgarno 3 — 9 pb rio
arriba del codoén de inicio que sirve como RBS posicionando al mRNA en el ribosoma al
interactuar con el extremo 3’ del rRNA 16S, asi esta secuencia es la sefial para iniciar la
traducciéon no solo en el extremo 5’ si no también en regiones internas del mRNA para
formar asi un ORF policistrénico (Figura 112b); finalmente ambos organismos poseen
extremo 3’ UTR no codificante (Barbosa, Peixero y Roméao, 2013; Clancy y Brown, 2008;
Cooper, 2010).

Figura 112. Origenes de replicacion del mRNA en eucariontes y procariontes (Modificada de
Clancy y Brown, 2008).
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Al igual que la replicacién y transcripcién, la traduccién abarca las etapas de iniciacion,

elongacion y terminacion (Figura 113).

La iniciacion se da cuando el mRNA se asocia con las subunidades ribosomales y un
tRNA que transporta el primer aminoacido del polipéptido (Figura 113a); siendo ésta la
unica etapa que difiere mas entre organismos procariontes de eucariontes (Barbosa,

Peixero y Roméao, 2013; Browning y Bailey-Serres, 2015).

En la elongacion se da la unién codon — anticodén entre el mRNA y el tRNA donde se lee
un codon a la vez y el aminoacido correspondiente a cada coddén se une a la cadena del
polipéptido en crecimiento. Esta etapa es un ciclo que se repite conforme cada
aminoacido se afiade a la cadena y ocurre en 3 pasos: el reconocimiento del coddon se da
en el sitio A del ribosoma, la formacion del enlace peptidico en donde el ribosoma forma
un enlace entre el aminoacido entrante (del tRNA del sitio A) y el Ultimo aminoacido de la
cadena existente (del tRNA del sitio P) para asi transferir el polipéptido hacia el tRNA del
sitio A; y la translocacién que implica que el ribosoma avance un codon en el mRNA para
desplazar al tRNA que carga el aminoacido del sitio A al sitio P, quedando el sitio A vacio
y el del sitio P hasta que se mueva hacia el sitio E donde sale del ribosoma (Figura 113b)
(Browning y Bailey-Serres, 2015; Clancy y Brown, 2008; Barbosa, Peixero y Roméo,
2013; Cooper, 2010).

Y la terminacion que ocurre cuando el codén de paro se encuentra con el anticodon vy el
polipéptido recién sintetizado es liberado de éste (Figura 113c) (Clancy y Brown, 2008;

Barbosa, Peixero y Romao, 2013; Browning y Bailey-Serres, 2015; Cooper, 2010).
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Figura 113. Esquema general de las etapas de la traducciéon (Modificada de Barbosa, Peixero y
Romaéo, 2013).
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12.1 Traduccion Eucariota

La traduccion es empleada por los organismos eucariontes para regular la expresion
génica a través del control de ésta, la tasa de traduccién puede ser controlada en
cualquiera de sus tres etapas; sin embargo, ocurre principalmente en la iniciaciéon cuando
el ribosoma es reclutado al mRNA y posicionado en el codon de inicio. Esta etapa es
crucial pues el ribosoma selecciona el mRNA a traducir y debe encontrar el codon de

inicio en el ORF (Browning y Bailey-Serres, 2015; Johnson et.al., 2017).
12.1.1 Iniciacién

La iniciacion de la traduccion en eucariontes es probablemente la fase mas compleja ya
que ésta difiere significativamente con el proceso que se da en procariontes y que es
relativamente sencillo; empezando por que la union mRNA-rRNA se da por medio de la
secuencia Shine-Dalgarno y ésta interaccién permite el reclutamiento del mRNA a la
subunidad 30S en procariontes. En eucariontes al carecer de esa secuencia el
mecanismo de reclutacion del mRNA al ribosoma es mas complejo iniciando con que éste
se dan en tres eventos: primero la subunidad 40S y el tRNA iniciador (Met-tRNA)
necesitan ser reclutados al mMRNA, segundo, se necesita dar el reconocimiento del codén
de inicio para establecer el correcto ORF y por ultimo, la subunidad 60S debe de unirse al
complejo para formar un complejo de elongacion competente (Browning y Bailey-Serres,
2015; Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Johnson et.al., 2017; Sonenberg y Hinnebusch,
2009).

La iniciacion de la traduccion en organismos eucariontes consiste en el ensamblaje
competente del complejo de iniciacion que implica la unién entre el mMRNA y el ribosoma
80S para continuar a la elongacién, también involucra la correcta apareacion entre el
codon de inicio y el lazo anticoddn del tRNA en el sitio P del ribosoma con el aminoacido
inicial Met. Para esto se requiere de por lo menos 12 elFs que catalizan el proceso que
esta dado en dos etapas: la formacion del complejo de iniciacion 48S con el apareamiento
estable coddén — anticoddén en el sitio P de la subunidad 40S del ribosoma y su union de
éste a la subunidad 60S. Donde la iniciacion de la traducciéon esta dada por dos
mecanismos y ambos involucran la acciéon de los elFs: el primero es denominado de
exploracién ya que consiste en que el complejo 48S encuentre el codén de inicio en el
MRNA comenzando por el extremo 5’, y el segundo es un mecanismo interno que implica

el reconocimiento de IRES. Un rasgo caracteristico del mRNA eucarionte es que éste
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posee el m7G en su extremo 5’ y la cola Poli-A en el 3 y ambos se ven involucrados en la
maquinaria de traduccion para facilitar el proceso de iniciacion en el citoplasma celular
(Browning y Bailey-Serres, 2015; Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Johnson et.al., 2017;
Sonenberg y Hinnebusch, 2009).

— Mecanismo de exploracioén (factores de traduccion)

En la mayoria de los mMRNAs el complejo 48S se forma por un mecanismo de exploracion
que requiere del complejo de pre-iniciacion 43S (subunidad 40S, elF2 TC, elF3, elF1,
elF1A y elF5). La iniciacién comienza con la disociacion de las subunidades del ribosoma
80S preexistente, esto es porque la traducciéon es un proceso ciclico en donde las
subunidades del ribosoma que participan en la iniciacion provienen del post-TC ribosomal
que es reciclado. La disociacion de las subunidades es realizada por los factores elF3 y
elF1A que se unen a la subunidad 40S; elF1 promueve la disociacién del tRNA para que
pueda unirse a la subunidad menor en el sitio A mientras que elF3 se une en el sitio E a
través de su CTD y por elF6 que se une a la subunidad 60S (Figura 115a). Esta
disociacién también requiere de proteinas ABCE1 que ayudan a catalizar la separacion de
las subunidades y su union con los factores (Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Browning y
Bailey-Serres, 2015; Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Walsh y Mohr, 2011; Gingras,
Raught y Sonenberg, 2009).

Una vez disociado el ribosoma el complejo elF2 — TC necesita ser formado para unirse a
la subunidad 40S y formar el PIC 43S; la principal funcion de elF2 es unir el Met-tRNA al
ribosoma. Este factor esta compuesto por tres subunidades a, B, y, necesarias para
formar el elF2 — TC, este se compone de la asociacidon entre elF2—-GTP-Met—tRNA
(Figura 115b) en donde la subunidad y posee el sitio de union a GTP, mientras que la
subunidad B lo posee hacia el tRNA. Una vez formado el elF2 — TC se requiere que se
una a la subunidad 40S del ribosoma, esta accion esta catalizada por elF5 que ayuda a
posicionar al elF2 — TC en el sitio P orientando el Met-tRNA hacia el sitio E, la asociacion
de éste termina de completar el complejo pre-iniciaciéon 43S (Figura 115c). PIC es
competente por si solo de unirse al extremo 5 UTR mRNA pero requiere de los factores
elF4 e hidrélisis de ATP para unirse de una manera mas estable (Jackson, Hellen y
Pestova, 2010; Browning y Bailey-Serres, 2015; Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Walsh y
Mohr, 2011; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).
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Este grupo de factores incluyen elF4B (69kDa) elF4H y elF4F y se caracterizan por actuar
como CBPs, elF4F es un complejo que abarca a las CBPs, elF4E (24kDa), elF4G
(176kDa) y elF4A (46kDa) con actividad RNA helicasa pues presenta una caja DEAD vy
juntos generan una region de mRNA lineal al romper todas la estructuras en forma de
tallo/asa en el extremo 5’ (Figura 115d). elF4B y elF4H potencializan la actividad helicasa
de elF4A al contener dominios RRM que son homdlogos al sitio de unién a ATP en elF4A.
A su vez elF4E contiene dos residuos Trp que crean una conexion proximal con el
nucleétido inicial del capuchén estabilizando la union, elF4G envuelve el capuchén y se
encuentra unido a elF4E a través de su extremo NTD lo que crea cambios estructurales
en la proteina estabilizando aun mas la unién al m7G; mientras que elF4A posee dos
dominios con sitio de unién a ATP que le confieren la capacidad de tener una
conformacion abierta inactiva y una cerrada activa cuando se une al mRNA. Por ultimo
elF4G en su extremo NTD posee tres dominios HEAT, HEAT1 y HEAT2 que estimulan la
actividad de helicasa de elF4A al alinearse con los motivos de la caja DEAD (Figura 114)
(Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Browning y Bailey-Serres, 2015; Sonenberg y
Hinnebusch, 2009; Walsh y Mohr, 2011; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).

También los factores elF4 sirven como andamio y se unen a través de elF3 al complejo
pre-iniciacién 43S en el ribosoma, PABP no es oficialmente un factor de iniciaciéon pero
esta considerada dentro de este grupo ya que también favorece la union al mRNA
creando un puente con elF4G (Figura 115e). Es asi como esta mediada la unién del PIC
43S al mRNA en donde elF4E y elF4G juegan el principal papel en la unién manteniendo
el extremo 5 constantemente preparado para la unién al ribosoma través de elF3
(Browning y Bailey-Serres, 2015; Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Sonenberg y
Hinnebusch, 2009; Walsh y Mohr, 2011; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).

Asi, una vez unido el PIC 43S al ribosoma este explora la regién 5’UTR en direccion
5'—3 hasta encontrar el codén de inicio (Figura 115f). Esta exploracién consiste en
desenrollar estructuras secundarias que se puedan presentar en el extremo 5’ UTR para
que el PIC se pueda mover a través del mMRNA ademas de que elF3 se une a un sitio E
que se encuentra rio arriba del codon de inicio en el mMRNA para formar un canal que
contribuye en la exploracion de cadena del mensajero. En mamiferos se requiere de la
proteina DHX29 que se une a la subunidad 40S para aumentar la eficiencia de
exploracién al formar un canal de uniéon al mMRNA, y también se necesita de la proteina

DDX3 que al ser una helicasa facilita la formacion de una cadena lineal de mRNA; con
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esta accion también se genera una pérdida parcial de elF2-GTP para formar el complejo
48S (Figura 115g) (Browning y Bailey-Serres, 2015; Walsh y Mohr, 2011; Jackson, Hellen
y Pestova, 2010; Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).

Para asegurar la fidelidad de la iniciacion de la traduccion el complejo 48S debe poseer
un mecanismo discriminatorio que prevenga el apareamiento parcial de los codones con
el Met-tRNA mientras se hace la exploracién, esta funcién esta desarrollada por elF1 que
le confiere la capacidad al complejo 48S de discriminar los codones que no sean AUG.
Después de reconocer el codén de inicio se completa la formacion del complejo 48S en
donde el ribosoma entra en un estado de arresto para que se de la uniéon coddn-
anticodon, ésta accion esta mediada por elF5, elF5B y GAP; donde elF5 se une a elF2[3
para inducir la actividad GTPasa de elF2y y debilitar el enlace con GTP creando un GDP,
accion requerida para la unién de la subunidad 60S. La union de 60S esta mediada por
elF5B que disocia los factores elF1, elF1A, elF3 y elF2-GDP (Figura 115h) pues ocupa el
mismo lugar que elF2, la union de la subunidad 60S facilita el desplazamiento de los
factores y el posicionamiento de elF5B en el complejo es temporal pues su actividad
promueve la hidrélisis de GTP liberandolo junto con elF1A para dar lugar a la union de la
subunidad 60S y formar el complejo de iniciacion 80S (Figura 115i). En la tabla 19 se
muestra un resumen de los factores se iniciacion y su funcién (Jackson, Hellen y Pestova,
2010; Browning y Bailey-Serres, 2015; Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Walsh y Mohr,
2011).

Figura 114. Dominios de elF4G (Modificada de Browning y Bailey-Serres, 2015).
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Figura 115. Mecanismo de iniciacion de la traduccion en eucariontes (Modificada de Jackson,

Hellen y Pestova, 2010; Browning y Bailey-Serres, 2015).
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Tabla 19. Factores de iniciacion de la traduccion en eucariontes (Modificada de

Walsh y Mohr, 2011; Jackson, Hellen y Pestova, 2010).

Factor

elF2

elF3

elF1

elF1A

elF4E

elF4A

elF4G

elF4F

elF4B

elF4H

elF5

elF5B

elF2B

Subunidades, masa
molecular (kDa)

Funcion

Factores principales

3(36.1,38.4y 51.1)

13 (800)

1(12.7)

1(16.5)

1(24.5)

1(46.1)

1(175.5)

3 (246.1)

1(69.3)

1(27.4)

1(49.2)

1(138.9)

5(33.7, 39, 50.2, 59.7
y 80.3)

Formar complejo elF2 TC

Se une a la subunidad 40S, elF1, elF4G y e IF5
estimulando la union del elF2 TC a 40S para
formar PIC 43S, promueve la union de PIC 43S
al mRNA y su subsecuente exploracion, disocia
las subunidades uniéndose a 40S

Asegura fidelidad en la unién al codén de inicio,
promueve exploracién, y previene hidrélisis
prematura inducida por elF5

Estimula la unidon del elF2 TC a la subunidad
40S y la accién de elF1

Unidn al capuchén
Actividad RNA helicasa

Se une a elF4E, elF4A y elF3 y promueve la
actividad helicasa de elF4A

Complejo que se une al capuchdn y media la
union de PIC 43S al mRNA y su exploracién

Potencializa la actividad helicasa de elF4A

Potencializa la actividad helicasa de elF4A vy
posee un fragmento homodlogo a elF4B

GTPasa que induce la hidrdlisis de elF2-GTP en
el reconocimiento del coddn

GTPasa que media la union de la subunidad
60S

Promueve intercambio GDP — GTP en elF2
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Factores auxiliares

elF6 Factor anti-asociacién de las subunidades, se
1 (26.6)
une a 60S
DHX29 1(55.3) Se une a”a subunidad 40S y promueve la
exploracién de 48S
PABP 1(70.7) Se une a elF4G y elF3 y promueve la union de

elF4F al capuchén

—  Mecanismo IRES

El otro mecanismo por como puede estar mediada la iniciacion de la traduccién es por un
mecanismo interno de unidn del ribosoma que implica el reconocimiento de la secuencia
IRES, éste es un elemento del RNA que media su reclutamiento al ribosoma. Este tipo de
iniciacion es principalmente utilizado por los virus que se unen a la subunidad 40S por
medio de IRES aunque se ha visto que algunas levaduras lo poseen y lo emplean para
evitar la complejidad de la iniciaciéon de la traduccion (Sonenberg y Hinnebusch, 2009;
Walsh y Mohr, 2011; Johnson et.al., 2017; Jackson, Hellen y Pestova, 2010).

Los virus emplean elementos especializados de RNA (IRES) para reclutar su mRNA al
ribosoma en una manera dependiente del capuchén. De este mecanismo se tienen 4 tipos
de mecanismos basados en la interaccién no candnica con los elFs y la subunidad 40S vy
la complejidad de iniciacion del mecanismo (Figura 116). Los IRES del tipo 3 y 4 estan
compuestos por RNAs con dominios multiples que forman complejos de alta afinidad con
las subunidades del ribosoma y manipulan su conformacién para promover la sintesis
proteica (Walsh y Mohr, 2011; Johnson et.al., 2017; Sonenberg y Hinnebusch, 2009;
Jackson, Hellen y Pestova, 2010).
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Figura 116. Mecanismo de activaciéon IRES (Modificada de Walsh y Mohr, 2011; Jackson, Hellen
y Pestova, 2010).

El tipo 1 y 2 involucran la union especifica del dominio p50 en el CTD de elF4G (que se
encuentra adyacente al dominio con sitio de union a elF4A) a la secuencia, por lo que
este factor potencializa la union; la union elF4G — elF4A — elF3 recluta a los componentes
del PIC 43S en ausencia de elF4E, elF5B y elF2 que se requieren para estimular la union
(Figura 116) (Walsh y Mohr, 2011; Johnson et.al., 2017; Jackson, Hellen y Pestova,
2010).

El tipo 3 involucra la interaccion entre elF3, la subunidad 40S y los componentes de PIC
43S, donde la unién IRES — 40S se da en el coddn de inicio independiente de la actividad
de elF4F, elF4B, elF2, elF1 y elF1A, pues la unién con 40S es directamente llevada a
cabo por elF3 que produce un complejo 48S competente para la posterior union de 60S

(Figura 116). Este tipo de IRES es empleado por virus HCV y el elemento se encuentra en
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el extremo 5 UTR con aproximadamente 340 nt (Figura 117a). Esta compuesto por los
dominios I, lll y IV, y dos subdominios que especificamente se unen al elF3 y a la
subunidad 40S. El dominio Il es un bucle largo e irregular que adopta una forma
distorsionada de L y contiene los subdominios lla y lIb que interactuan con 40S, el domino
lll posee los subdominios a — f necesarios para la interaccion con elF3 y el rRNA 18S; el
sitio de apareamiento al coddn de inicio se encuentra en el dominio IV que debe ser
desplegado para unirse al mMRNA (Figura 117b) (Walsh y Mohr, 2011; Johnson et.al.,
2017; Jackson, Hellen y Pestova, 2010).

El IRES tipo 3 emplea ciertos elFs para su iniciacion y se puede dividir en tres pasos:
iniciando con la formacién de un complejo IRES — 40S binario de alta afinidad seguido de
la reclutacién al complejo con elF3 y el Met-tRNA a través de elF2 — TC para formar el
complejo de iniciacién 48S. Finalmente elF5 con hidrdlisis de GTP por elF5B atraen a la
subunidad 60S para formar el ribosoma 80S competente para la elongacién, en éste el
codon de inicio se encuentra en el sitio P unido al tRNA (Figura 117c) (Johnson et.al.,
2017; Walsh y Mohr, 2011; Jackson, Hellen y Pestova, 2010).
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Figura 117. IRES tipo lll (Modificada de Johnson et.al., 2017).

El IRES tipo 4 involucra la unién directa de IRES con la subunidad 40S a través del sitio P
en ausencia de tRNA y elFs induciendo cambios conformacionales que le facilitan la unién
con la subunidad 60S. Los virus que son capaces de iniciar la traduccion por este tipo de
mecanismo se caracterizan por presentar una regién IGR que es donde poseen la
secuencia IRES para la sintesis de proteinas; ademas de iniciar la traduccion en ausencia
de elFs también lo hacen sin emplear el codén de inicio (Figura 118a). El IGR — IRES es
un segmento de 190 nt de RNA rio arriba del codén que codifica para alanina y posee 3
regiones con dominios PK esenciales para su actividad IRES: la region 1 empieza en el
extremo 5’ y posee a PKIl, la regién 2 se posiciona en la superficie y es donde se da la
interaccion con las subunidades 40S y 60S con el PKIIl y la regién 3 de IRES es un
segmento corto que contiene un bucle rico en A indispensable para la unién al ribosoma y

esencial para los eventos de iniciacion y el ensamblaje de 80S con la presencia de PKI
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(Figura 118b). Este tipo de IRES se une a la subunidad 40S con alta afinidad y de manera
irreversible, ésta union recluta a la subunidad 60S para ensamblar el ribosoma 80S y que
éste sea competente para la elongacion en ausencia de elFs. El siguiente tRNA que va a
entrar por el sitio A en la elongacion es reclutado al ribosoma como parte del eEF1A - TC
catalizado por eEF2-GTP, ademas estos factores median la pseudo-translocacién del
tRNA en la elongacién por medio de este mecanismo (Figura 118c) que es empleado por
virus CrPV (Johnson et.al., 2017; Walsh y Mohr, 2011; Sonenberg y Hinnebusch, 2009;
Jackson, Hellen y Pestova, 2010).

IRES es resistente a la regulacion por medio de mecanismos elFs como la fosforilacion de
elF2 y de elF4E porque la accién de estos factores no es tan crucial como en el
mecanismo de exploracién, la iniciacion por IRES tipo 1 y 2 también requiere ITAFs (PTB,
ITAF45, autoantigeno La) para estabilizar la unién con el ribosoma y la conformacion
tridimensional (Johnson et.al., 2017; Walsh y Mohr, 2011; Sonenberg y Hinnebusch, 2009;
Jackson, Hellen y Pestova, 2010).

196



Figura 118. IRES tipo IV (Modificada de Johnson et.al., 2017).

Los mecanismos por como se puede regular la iniciaciéon de la traducciéon son muchos
pero los principales involucran al factor elF2 y elF4E. La fosforilacion de elF2a en su
Ser51 es un mecanismo esencial en el control de la traduccidon, ésta accion inhibe
competitivamente a elF2-GDP y elF2B disminuye el ensamblaje del elF2 - TC.
Adicionalmente la fosforilacion de elF2a la realiza GCN2 e induce la activacion de GCN4,
un activador transcripcional que tiene efectos inhibitorios sobre el ORF pues no se
completa la traduccién de todo el ORF ya que se reinicia por accion de la inhibicion de
elF2 — TC (Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Browning y Bailey-Serres, 2015; Gingold y
Pilpel, 2011; Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).

Otro proceso de regulacion y control de la tasa de traduccion involucra el reconocimiento
del capuchon en el extremo 5 del mRNA por elF4F, la union m7G — elF4F se puede ver
obstaculizada por un homodlogo de elF4E, 4E-HP; simultdneamente la interaccién entre
elF4G y elF4E en el complejo elF4F es inhibida por miembros de la familia 4E-BPs
proteinas que compiten con elF4G por el sitio de unién con elF4E y como consecuencia la

union al capuchén es inhibida pero la traduccion dependiente de IRES no se ve afectada.
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La unién de 4E-BP a elF4E se da cuando la proteina es hipofosforilada creando un enlace
fuerte con elF4E, si se encuentra fosforilada debilita su unién con el factor; la fosforilacion
de 4E-BP esta dada por mTOR una cinasa Set/Thr que esta involucrada en via de
sefalizacion PI3K/Akt. mTOR es responsable de directa o indirectamente fosforilar a 4E-
BP (Sonenberg y Hinnebusch, 2009; Browning y Bailey-Serres, 2015; Gingold y Pilpel,
2011; Jackson, Hellen y Pestova, 2010; Gingras, Raught y Sonenberg, 2009).

12.1.2 Elongacién

La elongacién de la traduccién es una etapa evolutivamente conservada en donde la
progresion del ribosoma cataliza la formacion de un polipéptido a través de la
decodificacion del mRNA. Una vez que se uni6 la subunidad 60S y se formé el ribosoma
80S éste posiciona al Met-tRNA en el sitio P que esta apareado con el codon de inicio; un
segundo coddén del ORF que se encuentra en el sitio A subsecuente al codén de inicio
espera la interaccién con su anticodén y con la enzima aminoacil tRNA transferasa, la
enzima se encuentra acoplada al factor eEF1A-GTP (Figura 119a) y por hidrélisis del GTP
que realiza el factor eEF1B se libera al factor eEF1A para que la enzima se posicione en
sitio A (Dever y Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015; Frank, 2016; Walsh y Mohr,
2011).

Una interaccion apropiada codon — anticoddn en el sitio A estimula a la enzima para que
forme un enlace peptidico entre el Met-tRNA y el siguiente aa-tRNA. La formacion del
enlace peptidico se da cuando un grupo amino de la aminoacil tRNA transferasa ataca al
carbono del éster de Met-tRNA para formar una pareja de aminoacidos (Figura 119b) que
activa un movimiento de los tRNAs creando estados P/E y A/P. El enlace entre Met-tRNA
— aa — tRNA (peptidil-tRNA, en el sitio A) deja desacetilado al tRNA del sitio P para que
asi la translocacion subsecuente de un codon en el mMRNA cambie el peptidil-tRNA al sitio
P y el tRNA desacetilado al sitio E dejando siempre libre el sitio A para que el aa-tRNA
entrante continue el ciclo de formacién de la cadena polipeptidica (Figura 119c) (Dever y
Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015; Frank, 2016; Walsh y Mohr, 2011).

La translocacién es facilitada por la unién del factor eEF2-GTP vy la hidrdlisis de GTP, ésta
hidrdlisis estabiliza los estados hibridos cuando se estd dando la translocacion de los
tRNAs vy liberando a eEF1A. eEF2 actua principalmente previniendo la regresion de los
tRNAs para que el sitio A pueda estar disponible para el siguiente aminoacil-tRNA unido a
eEF1A (Figura 119d). La hidrdlisis de GTP libera a eEF1A del ribosoma para que pueda
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ser reciclado y se una al siguiente aminoacil-tRNA; el reciclaje de eEF1A requiere del
factor eEF1B (Figura 119e) éste estd compuesto de 2 — 4 subunidades que catalizan el
intercambio de guanina en eEF1A; la subunidad eEF1Ba inserta un residuo de lisina al
fosfato y de eEF1A para directamente desestabilizarlo (Frank, 2016; Walsh y Mohr, 2011;
Dever y Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015).

La utilizacion de eEF1A y la translocacion de los tRNAs son ciclos repetitivos hasta que se
encuentre con el codén de paro es por eso que la elongacién de la traducciéon a veces es
nombrada por ciertos autores como ciclo elongativo. A parte de los factores eEF1 y eEF2
los mamiferos requieren de eEF3, una ATPasa que contiene dos ABCs. Este factor se
une por medio de sus ABCs al sitio E del ribosoma para facilitar al liberacién del tRNA
desacetilado después de que se dio la translocacion. Por ultimo, estudios recientes han
revelado un factor adicional que se requiere en la elongacion de la traduccion, el factor
eEF5 tiene un papel emergente ya que esta involucrado en la elongacion de secuencias
de aminoacidos enriquecidas en prolina o glicina (Dever y Green, 2012; Browning y
Bailey-Serres, 2015; Frank, 2016; Walsh y Mohr, 2011).

12.1.3 Terminacion

La elongacion termina cuando la translocacién posiciona a uno de los tres codones de
paro en el sitio A del ribosoma, lo que también da sefial a la terminacién de la traduccién.
Esta etapa termina en la liberaciéon del péptido del ribosoma y esta dada por los factores
proteicos RFs; éstos se dividen en dos clases: la clase | incluye al eRF1 que se encarga
de reconocer con una alta fidelidad estos codones de paro e hidrolizan al péptido para
retirarlo del ribosoma vy la clase Il incluye a eRF3 una GTPasa que acelera la disociacion
del polipéptido (Dever y Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015; Kisselev,
Ehrenberg y Frolova 2013).

eRF1 se une al sitio A a través de su NTD cuando el coddén de paro se posiciona en ese
mismo sitio ya que es capaz de reconocer cualquier codon de paro (UAA, UAG, UGA) y
previene la entrada de complejos EF1A — aa-tRNA (Figura 119f). eRF3-GTP es reclutado
a eRF1 a través de su CTD para potencializar su accion (Figura 119g) y por hidrdlisis de
GTP eRF3 aumenta la hidrdlisis del polipéptido y la eficiencia en la terminacion. eRF1 es
retenido después de la terminaciéon ya que es importante para el reciclaje del ribosoma
pues recluta a ABCE1 que actua junto con elF6 para disociar la subunidades (Figura

119h). Cabe mencionar que la disociacion del polipéptido se puede dar por la hidrélisis de
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eRF3 en cuanto termina la traduccién o se mantiene el polipéptido hasta la disociacion de
las subunidades cuando se requiere de reciclar el sistema (Dever y Green, 2012;

Browning y Bailey-Serres, 2015; Kisselev, Ehrenberg y Frolova 2013).

Figura 119. Elongacidon y terminacion de la traduccién en eucariontes (Modificada de

Browning y Bailey-Serres, 2015; Dever y Green, 2012).
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Como se puede observar en la Figura 119 la terminacion es seguida por un reciclaje de
las subunidades para un reuso eficiente de éstas; en la disociacion de eRF3 hasta este
punto de la traduccion el ribosoma 80S, mRNA, eRF1 y polipéptido-tRNA siguen unidos y
su disociacion para el reciclaje requiere que las subunidades se separen asi como de que

el tRNA desacetilado sea liberado (Browning y Bailey-Serres, 2015; Dever y Green, 2012).

Como ya se menciono ésta disociacion esta dada por la accion de ABCE1 en complejo
con RLI1, este complejo requiere de la hidrolisis de ATP para catalizar la disociacion de
las subunidades donde la previa disociacion de eRF3 es requerida pues al liberarse este
factor crea un cambio conformacional en el sitio P que favorece vy facilita la liberacion del
polipéptido. Ya se habia mencionado que la disociacion del complejo ribosomal puede
ocurrir después de la terminacién o en algunos casos particulares el complejo ribosomal
se mantiene para permitir eventos de “re-iniciacion” que es cuando se da el reciclaje de
ribosomas. A diferencia de las bacterias en eucariontes no existe una proteina encargada
de la disociacién de los RFs y no existe evidencia de que eRF3 promueva la disociacion
de eRF1 por lo que se requiere de las proteinas citosolicas ABCE1 para el reciclaje.
Estudios recientes proponen una via NGD para las proteinas en donde se ve involucrado
el reciclaje ribosomal, ésta via es activada por los factores Dom34 y Hbs1 que se unen al
sitio A del ribosoma para proveer su disociacion en una manera coddén independiente

(Browning y Bailey-Serres, 2015; Dever y Green, 2012).
12.1.4 Modificaciones postraduccionales

Las proteinas son estructuras formadas por cadenas de aminoacidos ordenados en una
secuencia precisa que adoptan una conformacion tridimensional determinada pero
flexible, éstas pueden compararse con dispositivos mecanicos para ejecutar diversas
funciones en la célula desde proporcionar soporte estructural hasta favorecer reacciones
quimicas, controlar el trafico intracelular y el flujo de sustancias entre la célula y el exterior
asi como regular la expresion de los genes. La codificacién de los genes esta dada por la
transcripcion y traduccidon como ya previamente se explicé pero los polipéptidos liberados
en la terminacion de la traduccién pueden sufrir numerosas modificaciones quimicas que
tienen importantes efectos moduladores y pueden conllevar a la activacion o inactivaciéon
de su funcion biologica, alterar su localizacidon celular, o hasta su capacidad para

interaccionar con otras (Pérez-Sala, 2012; Prabakaran, et.al. 2012; Heal y Tate, 2010).
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Estas modificaciones ocurren después de que el polipéptido fue sintetizado y liberado del
post-TC por lo que se denominan modificaciones postraduccionales (PTM) y son
requeridas para volver funcionales a las proteinas que lo requieren después de su
traduccion. La naturaleza de estas modificaciones es muy variada y pueden ser
modificaciones permanentes o altamente reversibles. Las PTM son un mecanismo
bioquimico en el cual los aminoacidos de la proteina son modificados covalentemente y
son necesarias para activarlas o variar la funcién de éstas. Entre las modificaciones que
puede sufrir la proteina se encuentran reacciones de oxidacion, glicosilacion, acetilacion,
protedlisis, unidbn de moléculas lipidicas, fosforilaciones, uniéon covalente de otras
proteinas pequefias como la ubiquitina, etc. Tomando en cuenta la variedad de
modificaciones postraduccionales existentes este mecanismo podria dar lugar a mas de
un milléon de especies diferentes de proteinas que desempenarian distintas funciones en
la célula; debido a la gran variedad de modificaciones so6lo se hablaran de las mas

importantes y comunes (Pérez-Sala, 2012; Prabakaran, et.al. 2012; Heal y Tate, 2010).

Una de ellas es la modificacion covalente que consiste en la adicion (mediante una union
covalente) de una especie quimica a la cadena lateral de alguno de los aminoacidos de la
proteina salida del ribosoma, este mecanismo involucra la formacion y ruptura de enlaces
covalentes por lo que es necesaria la participacion de una enzima para catalizar la unién y
de la hidrolasa para la separacion originando dos formas de la proteina. La adicion del
grupo modificador provoca una perturbacién de la estructura tridimensional confiriéndole a
la proteina la capacidad de intensificar su actividad, sus interacciones con otras
moléculas, sus mecanismos de control y regulacion y modificar su localizacion celular, etc
(Prabakaran, et.al. 2012; Pérez-Sala, 2012; Chuh, Batt y Pratt, 2016; Siman y Brik, 2012;
Heal y Tate, 2010).

La fosforilacion es la modificacion regulatoria mas comun en eucariotas, ésta se basa en
fosforilar un residuo de aminoacido lo que ocasiona un cambio conformacional en la
proteina afectando su funcién, por lo que es un mecanismo que puede controlar la
actividad, estructura y localizacion celular de una proteina. Por ejemplo, las fosforilaciones
en la Thr-14 y Tyr-15 en las Cdks tienen un efecto sinérgico pues ambas son inhibidoras
de la actividad, mientras que la fosforilacion en Thr-160 tiene un efecto antagénico con las
anteriores pues es activadora (Chuh, Batt y Pratt, 2016; Siman y Brik, 2012; Prabakaran,
et.al. 2012; Pérez-Sala, 2012; Heal y Tate, 2010).
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La unidn de cadenas laterales de glucidos a los aminoacidos es otra de muchas PTM pero
una de las principales, ésta se trata de la union covalente de uno o varios radicales de
glucidos encadenados con la cadena del polipéptido y este mecanismo se da
principalmente en proteinas de membrana o que van a ser secretadas; la funcion de estos
oligosacaridos afadidos es favorecer o estabilizar la conformacion final de la proteina
extracelular aumentando su vida media al incrementar su estabilidad y resistencia a la
digestién por proteasas, también pueden aumentar su solubilidad y son capaces de actuar
como sefales de reconocimiento hacia algunos receptores. Este mecanismo esta
catalizado por la enzima Glucosil transferasa (Chuh, Batt y Pratt, 2016; Prabakaran, et.al.
2012; Pérez-Sala, 2012; Siman y Brik, 2012; Heal y Tate, 2010).

Las PTMs representan los mecanismos basicos para incrementar la diversidad biolégica y
quimica del genoma. En la tabla 20 se resumen las PTMs mas estudiadas y se muestran
los residuos mas significativos en donde se llevan a cabo, las 5 primeras son las
modificaciones mas simples mientras que las dos Ultimas se caracterizan por ser
complejas, mientras que en la Figura 120 se muestra el mecanismo de algunas de estas
(Prabakaran, et.al. 2012; Pérez-Sala, 2012; Chuh, Batt y Pratt, 2016; Siman y Brik, 2012;
Heal y Tate, 2010).

Tabla 20. Modificaciones postraduccionales reversibles en eucariontes (Modificada
de Prabakaran, et.al. 2012).

PTM Grupo modificador Donador Residuo
Fosforilacion PO3 ATP ST, Y
Acetilacion CHsCO AcCoA K

GlcNAcilacion CsH1205(NH)CH3CO  UDP-GIcNAc S, T

Palmitoilacion CH3(CH)14CO Palmitoil-CoA C
Metilacion CHs SAM K
ADP ribosilacion ADO-ribosa NAD* R, K, E

Ubiquitinizaciéon Ub, SUMO - K
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Figura 120. Mecanismo de accién de algunas PTM (Modificada de Prabakaran, et.al. 2012;
Chuh, Batt y Pratt, 2016).

Existen dos tipos principales de glicosilacion proteica que pueden modificar gran namero
de proteinas localizadas en la superficie celular, espacio extracelular o en la via secretora
a través de la adicion de oligosacaridos. Adicionalmente proteinas intracelulares pueden
servir como sustratos para este tipo de PTM al adicionarles monosacaridos N-acetil-
glucosamina, este mecanismo es conocido como O-GIcNAc (Figura 121) en donde el 50%

de las proteinas de mamiferos pasan por este tipo de modificacion. La glicosilaciéon puede
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alterar la vida media de las proteinas en circulaciéon y mediar el contacto celular entre
proteinas, células vecinas y patdégenos, mientras que la glicosilacion intracelular afectar la
localizacién y sefal de transduccion proteica (Chuh y Pratt, 2015; Walsh, Garneau-
Tsodikova y Gatto, 2015; Chuh, Batt y Pratt, 2016; Heal y Tate, 2010).

La adicion de un grupo metilo es una manera reversible de PTM en donde la lisina y
arginina sufren principalmente esta modificacion; ésta reaccion se da por accién de la
metil transferasa SAM (S-adenosil-L-metionina) el donador del grupo metilo. Por otra parte
la acetilacién de residuos de lisina es una PTM asociada a cambios epigenéticos en la
transcripcion génica; la acetilacion también puede ocurrir en el NTD de serina o treonina a
través de enlaces éster incrementando la posibilidad de variacion proteica (Figura 122)
(Chuh y Pratt, 2015; Walsh, Garneau-Tsodikova y Gatto, 2015; Chuh, Batt y Pratt, 2016;
Heal y Tate, 2010).

OH OH
MRS o MRS o
HHA{'.T/ NHAG
Glucosido
Proteina

O-GlcNAcilada
Figura 121. Mecanismo glicosilacion (Modificada de Chuh y Pratt, 2015; Chuh, Batt y Pratt,
2016).

Figura 122. Mecanismo acetilaciéon (Modificada de Chuh y Pratt, 2015; Chuh, Batt y Pratt, 2016).

La acilacion proteica se da por la adicion de largas cadenas de acidos grasos y es crucial
para la funcionalidad de la membrana y otras interacciones hidrofébicas, la adicion de 14
— 16 carbonos sin ramificar son los métodos mas estudiados de PTMs. Este es un tipo de
modificacion que también es denominado lipidacién y regula la afinidad, localizacion y
capacidad de trafico de la membrana, en donde la N-miristoilacion y la S-palmitoilacion
son las mas frecuentes (Figura 123a). La N-miristoilacion implica la unién covalente
irreversible un miristato (acido graso de 14 carbonos) al NTD de la glicina catalizado por la

enzima miristol — CoA en complejo con la N-miristol transferasa (NMT), a pesar de que
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este tipo de PTM es esencial el acido miristico es relativamente raro in vivo pues solo
<3% del proteoma esta miristoilado. Principalmente ocurre co-traduccionalmente pero se
ha observado que también puede ser PTM. Por el contrario la S-palmitoilacion es la
adicion de un grupo no saturado de palmitol de 16 carbonos a los tioles de cisteina que
sirven como blanco en la proteina a modificar; esta adicibn promueve interacciones
hidrofébicas reversibles a comparacion de la N-miristoilacion que es irreversible. Las
proteinas blanco de la palmitoilacion incluyen enzimas regulatorias, proteinas de andamio
y receptores de membrana (Chuh y Pratt, 2015; Chuh, Batt y Pratt, 2016; Heal y Tate,
2010; Siman y Brik, 2012).

La S-prenilacion es otra clase de lipidacion que afecta al 2% del proteoma en mamiferos,
se caracteriza por la adicion irreversible de isoprenoides ya sea farnesil de 15 carbonos o
geranilgeranil de 20 al CTD de la cisteina a través de un enlace tioéter; los sustratos de la
prenilacion requieren modificaciones para poder asociarse con la membrana y regular su
funcion. En la célula secuencias cortas de aminoacidos codifican para los elementos de
reconocimiento para la lipidacion y son lo suficientemente fuertes para promover la
modificacion, se requiere de minimo una secuencia de 10 aminoacidos para que se dé la
reaccion. La fosforilacion en mamiferos ocurre principalmente en residuos de serina,
treonina y tirosina catalizada por enzimas fosfatasas, proteinas cinasas que transfieren un
grupo fosfato al residuo de aminoacido (Figura 124) (Chuh y Pratt, 2015; Chuh, Batt y
Pratt, 2016; Heal y Tate, 2010; Siman y Brik, 2012).

Figura 123. Mecanismo lipidacién/acilacién, palmitoilacién y miristoilaciéon. (A) Las proteinas
pueden ser modificadas por varios tipos de lipidos. (B) Ejemplos de lipidos que sirven como
sefales metabdlicas para la visualizacion e identificacion de proteinas lipidadas e interacciones
proteina-proteinas lipido-dependientes (Modificada de Chuh, Batt y Pratt, 2016; Chuh y Pratt, 2015;
Heal y Tate, 2010).
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Figura 124. Mecanismo fosforilacion (Modificada de Chuh, Batt y Pratt, 2016; Siman y Brik,
2012).

La ADP-ribosilacion es un tipo de modificacion causado por exotoxinas bacterianas como
la toxina de colérica, la toxina de difteria y la toxina botulinica pues estas actuan como
ADP ribosil-transferasas en donde el donador del ADP ribosil es la coenzima NAD; la
reaccion se da cuando NAD se desprende la nicotinamida cargada positivamente dejando
el grupo ADP ribosil disponible para la transferencia a los aminoacidos (Figura 125)
(Stanley y Virdee, 2016; Walsh, Garneau-Tsodikova y Gatto, 2015; Chuh, Batt y Pratt,
2016; Siman y Brik, 2012).

Por ultimo, la ubiquitinacion es un proceso que implica la degradacion proteica y ocurre
por la accion de tres enzimas que catalizan la transferencia de un grupo Ub al NTD de
residuos de lisina principalmente. La maquinaria de activacion enzimatica implica una
enzima 1 que actua como ubiquiti-AMP seguido de un conjunto de enzimas (enzima 2)
gue contienen un grupo tiol que proporcionan el producto activo nucledfilico para capturar
la ubiquitina ligada a E1 y activarla; la tercera enzima es necesaria para catalizar la
transferencia de la ubiquitina activa a las cadenas laterales del residuo de lisina de la
proteina blanco que va a ser modificada (Figura 126); la ubiquitina puede formar cadenas
con proteinas tipo ubiquitina como SUMO o NEDDS8 (Stanley y Virdee, 2016; Walsh,
Garneau-Tsodikova y Gatto, 2015; Chuh, Batt y Pratt, 2016; Siman y Brik, 2012).
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Figura 125. Mecanismo ADP-rlbosuacwn (Modlflcada de Walsh, Garneau-Tsodikova y Gatto,

2005; Siman y Brik, 2012).

Figura 126. Mecanismo ubiquitinaciéon (Modificada de Stanley y Virdee, 2016; Walsh, Garneau-

Tsodikova y Gatto, 2015).
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Tabla 21. PTMs mas comunes en los residuos de las cadenas laterales de las

proteinas. Hasta ahora no se conocen modificaciones en Leu, lle, Val, Ala y Phe
(Modificada de Walsh, Garneau-Tsodikova y Gatto, 2015).

Residuo

Asp
Glu

Ser
Thr

Tyr

His

Lys

Cys

Met
Arg

Asn

Gin
Trp
Pro
Gly

Reaccion
Fosforilacion
Metilacion Poliglicinacion
Carboxilacion Poliglutamilacién
Fosforilacion O-glicosilacion
Fosforilacion O-glicosilacion
Orto-nitracién

TOPA quinona

Fosforilacion
Sulfonacioén
Fosforilacion
o Aminocarboxipropilacion

N-metilacion

N-metilacion

o C-hidroxilacion
N-acilacion
Fosforilacion
S- hidroxilacion
S-prenilacion
S-acilacion
Splicing
Oxidacion de sulféxido
N-metilacion N-ADP-ribosilacion
N-glicosilacion

N-ADP-ribosilacion

Splicing

Transgluminacién
C-manosilacion
C-hidroxilacion

C-hidroxilacion
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12.1.5 Relacion entre la traduccion y la degradacion del mRNA

Como ya se ha mencionado el mRNA es madurado, poliadenilado y protegido con la
adicion del capuchén en el nucleo. Este transcrito que llega al citoplasma para ser
traducido es regulado por eventos nucleares; sin embargo, la cantidad de proteina
producida por cada mRNA es determinada por la eficiencia en la traduccion y la vida

media de ese mMRNA a través de su degradacién (Bicknell y Ricci, 2017).

Estos eventos son altamente regulados y estan relacionados para mantener asi la
expresion génica. Algunos de estos transcritos son degradados cuando se inhibe la
iniciacion de la traduccion mientras que otros son degradados co-traduccionalmente, es
decir, conforme avanza el ciclo elongativo la mayoria se degradan como consecuencia de

su traduccion (Bicknell y Ricci, 2017).

Una vez que el mRNA maduro llega al citoplasma el capuchdén y la cola Poli-A sirven
como sefiales de inicio para que los elFs comiencen a formar el complejo de iniciacion,
este tipo de iniciacion de la traduccion es dependiente del capuchdén ya que elF4F
requiere de su estructura para poder unirse a éste y ser reclutados a la subunidad 40S; la
degradacion del mRNA comienza con la desadenilacién o remocién del capuchdn seguida
de la degradacién por Xrn1 o por la degradacion por el extremo 3’ por exomas. Como ya
se habia descrito previamente con menor frecuencia las endonucleasas pueden iniciar la
degradacion del mRNA por escision interna que conlleva a la degradacion exonucleolitica
(Bicknell y Ricci, 2017).

En algunas levaduras la iniciacion de la traduccion promueve la estabilidad del mRNA; sin
embargo, la inhibicion por mutaciones o factores externos alteran la secuencia alrededor
de algun codén promoviendo la degradacion del mRNA (Figura 127a), el mecanismo de
cémo sucede este tipo de degradacion hasta la fecha no esta claro. Existen otras tres vias
que inspeccionan el mMRNA y en donde la traduccion es necesaria para su degradacion
(Bicknell y Ricci, 2017).

La primera NGD ya habia sido explicada en donde se requiere de la interaccién con
Dom34/Hbs1 en el sitio A de ribosoma que conlleva a la escisién endonucleolitica del
mRNA (Figura 127b); la via NSD ocurre cuando el ribosoma nunca se encuentra con un
codén de paro y se prolonga hasta el extremo 3’ del transcrito lo que provoca la

interaccion con factores Ski, primero el factor Ski7 se une a la subunidad 60S atrayendo a
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los demas factores Ski (2, 3 y 8) lo que provoca la degradacion exonucledlitica y
endonucleolitica del mRNA (Figura 127c). Por ultimo, la via NMD degrada al mRNA que
termina la traduccion en el sitio donde se da la translocacion del polipéptido y requiere del
factor Upf1 para interactuar con eRF3, ésta via involucra que Upf1 forme un complejo con
Upf2 y Upf3 para potencializar su accién de endonucleasa ademas de ser capaz de
remover el capuchon, en mamiferos la escision esta dada por Smg6 (Figura 127d)
(Bicknell y Ricci, 2017).

Fos es un proto-oncogen en donde la degradacion es dependiente de la traduccion, éste
posee una region mCRD en su ORF que le confiere esta caracteristica, mCRD interactua
con Unr una proteina capaz de interactuar con PABP para formar un puente hacia la cola
Poli-A protegiéndola de desadenilacién. Mientras se da la traduccion en el ribosoma se
cree que es cuando ésta regién pasa a través de él y se interrumpen y reorganizan las
interacciones Unr-PABP haciendo susceptible al mRNA a desadenilacion por Ccr4 (Figura
127e). Otra forma de degradar el mMRNA es cuando los codones son reconocidos por un
tRNA escaso lo que genera una decodificacion mas lenta a causa de que los codones no
son 6ptimos a ese tRNA a comparacion de los que se decodifican por tRNAs abundantes,
codones oOptimos. La disminucién de la decodificacion estimula la desadenilacion del
MRNA por Dhh1 (Figura 127f) (Bicknell y Ricci, 2017).
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Figura 127. Relacidn entre la traduccion y degradacion del mRNA (Modificada de Bicknell y
Ricci, 2017).
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12.2 Traduccion Procariota

Las proteinas son sintetizadas en el ribosoma, una maquinaria macromolecular
conservada que traduce el material genético del mRNA; como ya se mencioné este
consiste de multiples proteinas y rRNAs que coordinan y regulan la traduccion en donde
el tRNA se ve involucrado para reconocer a los codones del mRNA y que se dé la
incorporacion del aminoacido correspondiente, asi el proceso esta mediado por factores
que regulan las cuatro etapas de la traduccion en procariontes: iniciacion, elongacion,

terminacion y reciclaje (Figura 128) (Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017).

Figura 128. Esquema general de la traduccién en procariontes (Modificada de Prabhakar

etal., 2017).

La traduccion es el proceso mas conservado del Dogma Central por lo que en
procariontes es muy similar a eucariontes con menor complejidad y el mecanismo esta
mejor entendido. Dentro de las etapas previamente mencionadas la elongacion vy
terminacion son las que producen cambios conformacionales que generan una alta
fidelidad y alta tasa de traduccién durante la sintesis proteica en donde la seleccion del

tRNA y acomodacion del aa-tRNA en el sitio A del ribosoma minimiza la frecuencia de
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error a la hora incorporar los aminoacidos durante la elongacién (Rodnina, 2016;
Prabhakar et.al., 2017).

12.2.1 Iniciacion

En bacterias la iniciacion de la traduccion es un poco mas sencilla en donde el RBS juega
un papel critico en el proceso pues se puede extender de —20 a +15 alrededor del codén
de inicio y tiene caracteristicas que pueden afectar la eficiencia de la iniciacion como: la
naturaleza del coddén de inicio, la localizacion de la secuencia Shine-Dalgarno, la
estructura del mMRNA cerca del sitio de inicio y los elementos ricos en A/U del mRNA que
pueden ser reconocidos por la proteina bS1 de la subunidad 30S. Las secuencias Shine-
Dalgarno en el mRNA rio arriba del coddn de inicio se unen complementariamente al
rRNA 16S que recluta a la subunidad 30S directamente en la regién de iniciaciéon aunque
ésta union debe ser catalizada por IFs (Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017; Robinson y
van Qijen, 2013; Wilson, 2014; Myasnikov et.al., 2009).

A diferencia de organismos eucariontes en bacterias solo se requiere de 3 IFs para el
ensamblaje de la subunidad 30S con el Met-tRNA. El IF3 es el primer factor en ser
reclutado y se une al sitio E de la subunidad 30S esto promueve la unién de IF1 al sitio A
para formar el pre-30SIC y ambas regulan el reclutamiento y unién de IF2-GTP. IF2 se
une al sito P de manera GTPasa dependiente para atraer al Met-tRNA y unirse también a
ese sitio, asi IF2 por su dominio IV se une a este tRNA para estabilizar la union Met-tRNA
a la subunidad 30S formando el 30SIC que verifica el correcto apareamiento codén —
anticodon cuando se une el mRNA hasta que la subunidad 50S se una (Figura 129a)
(Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017; Robinson y van Oijen, 2013; Wilson, 2014;
Myasnikov et.al., 2009).

Esta via de iniciaciéon era la que inicialmente se creia que sucedia, que IF2 atraia la unidn
de Met-tRNA al sitio P de la subunidad 30S del ribosoma con el mRNA. Sin embargo, se
observd que ésta via solo la realizan el 30% de las células en crecimiento encontrandose
otras dos vias de iniciacion: una implica que primero se une la subunidad 30S con el
MRNA a través de la secuencia Shine-Dalgarno y alternamente se une IF2 con el Met-
tRNA para posteriormente incorporarse a la subunidad 30S (Figura 129b); este
mecanismo lo realizan 65% de las células. Por ultimo también se ha visto que la union
puede ser secuencial donde primero se une el mMRNA con la subunidad 30S seguida de la

union del Met-tRNA y por ultimo el IF2 (Figura129c) que estabiliza la unién, esta via la
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realizan el 5% de células de acuerdo a ensayos de monitoreo con fluorescencia en donde
ambas vias requieren de la previa unién de IF3 e IF1. Finalmente el ensamblaje del
complejo 70S se completa cuando se disocian IF1 e IF3 por hidrélisis de GTP, ésta
reaccion atrae a la subunidad 50S y se forma el complejo de iniciacion (Figura 129d). Se
requiere de la disociacién de IF3 principalmente ya que se ha observado que éste factor
disminuye la atraccion de la subunidad 50S al complejo mientras que IF2 lo atrae y
promueve su unién (Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017; Robinson y van Oijen, 2013;
Wilson, 2014; Myasnikov et.al., 2009).

Por medio de crioEM se ha podido revelar la estructura de IF2 encontrandose que es
homologa a elF5B ya que posee los mismos dominios con funciones casi idénticas; IF2
posee en el dominio | las secuencias G1/G2 altamente conservadas que poseen un sitio
de unidon a GTP favoreciendo la unidén de la subunidad 50S, en el dominio Il la secuencia
G3 es conservada que sirve como union entre los dominios Il y IV; el dominio Ill posee a
C1 mientras que el IV posee a C2 y ambos generan un cambio conformacional en la
subunidad 30S para que se una la subunidad 50S y se forme el 70SIC (Figura 130)
(Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017; Robinson y van Oijen, 2013; Wilson, 2014;
Myasnikov et.al., 2009).

Figura 129. Iniciacion de la traduccidon en procariontes (Modificada de Robinson y van Oijen,
2013).
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Figura 130. Estructura de los dominios de IF2 (Modificada de Myasnikov et.al., 2009).

El ensamblaje de 70SIC contiene varios puntos de control que revisan la eficiencia de su
formacion (Figura 131); el reclutamiento del mMRNA a pre-30SIC depende de 3 elementos:
la concentracion del mRNA en la célula (eficiencia de la transcripcidon y estabilidad del
MRNA), la tasa de union al ribosoma (reconocimiento de SD) y la estabilidad del complejo
cuando se forma, por lo que este paso se ve involucrado en el punto de control 1 (Figura
131a). La unién del mRNA al ribosoma es seguida del desenrollamiento de estructuras
secundarias que se puedan presentar en éste para acomodar el mMRNA en el canal de la
subunidad 30S; este mecanismo es facilitado por la proteina bS1 y es el segundo punto
de control (Figura 131b). Después, el codén de inicio es seleccionado y éste conduce la
union correcta del Met-tRNA al momento de formar el 70SIC (Figura 131c); finalmente la
transicion 30SIC—70SIC es el ultimo punto de control que verifica el correcto
apareamiento de SD con el 16S rRNA y el posicionamiento del coddn de inicio con el Met-
tRNA en el sitio P del 70SIC (Figura 131d) (Rodnina, 2016; Prabhakar et.al., 2017).

Figura 131. Puntos de control en la iniciacién de la traduccién en procariontes (Modificada de
Rodnina, 2016).
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12.2.2 Elongacion

Después de la formacion del complejo 70S se da la elongaciéon. Esta etapa es muy
parecida a como se da en eucariontes pues el EF-Tu es homoélogo a eEF1A, EF-Ts es
homodlogo a eEF1B, EF-G homodlogo aa eEF2 y EF-P a eEF5. El factor EF-G es el
principal en accién pues sincroniza la union mRNA-tRNA y que ésta sea precisa
manteniendo el marco de lectura tras cada ciclo elongativo. La elongacidon comienza con
la decodificacion del primer codén (el siguiente al coddn de inicio) donde el aa-tRNA es
seleccionado y colocado en ribosoma para la transferencia del péptido, es decir, el
siguiente aa-tRNA es escoltado al sitio A por EF-Tu cuando IF2 se disocia del complejo
70S; la disociacién de IF2 fortalece la unién del aa-tRNA al complejo. EF-Tu se encuentra
en forma de TC para poder iniciar la elongacion (Figuras 132a y 134) (Prabhakar et.al.,
2017; Frank, 2016; Robinson y van Oijen, 2013; Rodnina, 2016; Wilson, 2014; Dever y
Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015).

La hidrolisis del GTP por EF-Ts promueve el intercambio de guanina por medio de la
hidrolisis de GTP para reciclar a EF-Tu cada vez que se requiera de un nuevo tRNA para
crear el enlace peptidico (Figuras 132b y 134). De igual manera el peptidil-tRNA en sitio A
deja desacetilado al tRNA del sitio P para que se dé la translocacion subsecuente
cambiando el peptidil-tRNA al sitio P y el tRNA desacetilado al sitio E dejando siempre
libre el sitio A para que el aa-tRNA entrante continte el ciclo de formacién de la cadena
polipeptidica. La translocacion es facilitada por cambios conformacionales que se generan
el ribosoma y por la unién del factor EF-G este factor previene la regresién de los tRNAs
para que el sitio A pueda estar disponible para el siguiente aminoacil-tRNA unido a EF-Tu
(Figuras 132c y 134) (Prabhakar et.al., 2017; Frank, 2016; Robinson y van Oijen, 2013;
Rodnina, 2016; Wilson, 2014; Dever y Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015).

La formacion del enlace peptidico abre el ribosoma permitiendo los movimientos inter-
subunidades entre los estados alternos y no alternos al generar un movimiento rotatorio
en la subunidad 30S (Figura 133a). La translocacién del tRNA genera estados hibridos
A/P, P/E (Figura 133b) lo que genera que haya un giro de 90° en dominio superior
“cabeza” de la subunidad pequena (Figura 133c) para que cuando se dé la union de EF-G
se estabilice ese estado hibrido y se dé la translocacion al momento de la hidrdlisis de
GTP regresando el ribosoma al estado no alterno (Figura 133d). Al igual que eEF5, EF-P
solo se requiere cuando se presentan las secuencias de aminoacidos enriquecidas en

prolina o glicina para estabilizarlas. La accion de estos factores ha sido perfeccionada al
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emplear crio-EM (Prabhakar et.al., 2017; Frank, 2016; Robinson y van Oijen, 2013;
Rodnina, 2016; Wilson, 2014; Dever y Green, 2012; Browning y Bailey-Serres, 2015).

Figura 132. Mecanismo de elongacion de la traduccion en procariontes (Modificada de

Robinson y van Oijen, 2013).

Figura 133. Cambios conformacionales que se generan en el ribosoma al momento de la

translocacion (Modificada de Prabhakar et.al., 2017).
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Tabla 22. Comparacion de los factores de elongacion de la traduccion entre

eucariontes y procariontes (Modificada de Prabhakar et.al., 2017).

Factor Factor ‘s
. . Funcién
eucarionte procarionte
eEF1A EF-Tu Escoltar el aa-tRNA entrante al sitio A
cEF1B EF-Ts Hidrolizar GTP para reciclar a EF-Tu/eEF1A
cEE?2 EE-G Estabilizar Iols:. estados hibridos y favorecer
la translocacion
oEF5 EE-P Estabilizar cadenas ricas en prolina y/o

glicina

12.2.3 Terminacion

La terminacién esta codificada por tres codones sin sentido los codones de paro que se
posicionan en el sitio A del ribosoma y su reconocimiento depende de los RFs clase |
encontrandose los factores RF1 y RF2; el RF1 reconoce al codéon UAG mientras que RF2
reconoce a UGA, y el codon UAA es reconocido por ambos; Estos dos factores presentan
secuencias homologas y su estructura tridimensional es similar entre ellas, aparte de
reconocer el coddon de paro catalizan la hidrdlisis del enlace éster entre el péptido y el
tRNA del sitio P. Por otra parte se encuentra el RF3 que pertenece a la clase Il y no
presenta la capacidad de reconocer ningun coddn ni es esencial para la viabilidad celular;
sin embargo, acelera la terminacién pues su funcién es disociar a los RFs clase | del
complejo ribosomal. El papel de RF3 es poco entendido solamente se sabe que por medio
de hidrdlisis de GTP disocia a los factores RF1 y RF2 (Korostelev, 2011; Wilson, 2014;
Prabhakar et.al., 2017; Robinson y van Qijen, 2013; Rodnina, 2016; Frank, 2016).

La funcién de los factores de la clase | depende del reconocimiento especifico de los
codones colocados en sitio A, este reconocimiento genera una reaccién nucleofilica en la
subunidad 50S favoreciendo la hidrélisis del peptidil-tRNA catalizada por EF-G. Estudios
recientes demuestran que estos factores sirven como anticodones RF pues se ha visto
que ambos presentan motivos PxT y SPF que confieren la capacidad de actuar como tri-
péptidos anticoddn y se unen al sitio A a través de estos. Una caracteristica en que difiere
la terminacién de la elongacion es que el enlace éster del peptidil-tRNA debe ser
escindido por hidrolisis mientras que la hidrdlisis de éste en la elongacién debe ser

evitada para prevenir la formacion de proteinas traducidas incompletamente (Korostelev,
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2011; Wilson, 2014; Prabhakar et.al., 2017; Robinson y van Oijen, 2013; Rodnina, 2016;
Frank, 2016).

El sitio P donde se encuentra el peptidil-tRNA temporalmente se convierte en estereasa
para permitir la escision de éste cuando RF1 y RF2 reconocen al codéon de paro. La
disociacion de las subunidades se da cuando RF3 ya eliminé a RF1 y RF2 lo que atrae la
proteina RRF que provoca pequefas desestabilizaciones simultaneas entre subunidades
hasta que finalmente se separan para ser recicladas. El reconocimiento del codén de paro
en el sitio A es esencial para la uniéon del RF “cerrado” (Figura 135a) lo que produce que
el ribosoma le genere un cambio conformacional hacia un estado “abierto” (Figura 135b);
el estado es activo para catalizar la hidrélisis del péptido naciente liberandolo del
ribosoma (Figura 135c) (Korostelev, 2011; Wilson, 2014; Prabhakar et.al., 2017; Robinson
y van Oijen, 2013; Rodnina, 2016; Frank, 2016).

Figura 134. Elongacion y terminacion de la traduccién en procariontes (Modificada de Wilson,
2014).
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Figura 135. Mecanismo de terminacion de la traduccion por los RFs clase | (Modificada de
Prabhakar et.al., 2017).

12.2.4 Reciclaje del ribosoma

Las bacterias emplean una gran cantidad de recursos para la sintesis proteica, las células
en crecimiento utilizan el 50% de su energia para realizarla y el 20 — 40% esta canalizada
a la produccion de ribosomas y factores de traduccion. Una cuarta etapa que a veces no
es considerada por muchos autores es el reciclaje de ribosomas. Esta etapa se da
posterior a la terminacion cuando el polipéptido fue hidrolizado y liberado del ribosoma
70S ésta accion forma el post-TC pues el mMRNA y tRNA se mantienen unidos al ribosoma
(Keiler, 2015; Dever y Green, 2012; Prabhakar et.al., 2017).

Ensayos in vitro demostraron en E. coli que se requiere de dos factores para liberar el
MRNA y tRNA del post-TC; comenzando con el EF-G que promueve la disociacion del
complejo al hidrolizar GTP, esta etapa es crucial para separar la subunidades pues sino
no ocurre el reciclaje del ribosoma. RRF interactua con este complejo estimulado por la
interaccion con RF3 después de que se disociaron RF1/RF2, esencialmente interactua
con el tRNA desacetilado que esta en un estado de transicion entre el sitio P a E
desestabilizando las interacciones entre subunidades potencializado por la accion de
hidrodlisis de EF-G, ademas EF-G favorece la unién de IF3 a la subunidad 30S impidiendo
que se vuelvan a juntar (Keiler, 2015; Dever y Green, 2012; Prabhakar et.al., 2017).

Al momento de la disociacion de subunidades es liberado el mMRNA vy las subunidades ya
estan listas para el siguiente ciclo de traduccién; el tRNA se cree que desplazado al
momento de que RRF se une al post-TC pues en ensayos de cristalografia se vio que la

estructura de RRF es casi idéntica al tRNA en tamafo y forma y que RRF posee la
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capacidad de translocarse entre los sitios del ribosoma como lo hace el tRNA, a su vez
EF-G libera a RRF y RF3 del ribosoma (Figura 136) (Keiler, 2015; Dever y Green, 2012;
Prabhakar et.al., 2017).

Figura 136. Terminacién de la traduccién y reciclaje del ribosoma (Modificada de Kieler, 2015).

Las PTM en organismos procariontes son mas dinamicas y reversibles permitiendo que la
célula explote la capacidad total de sus mecanismos reguladores, éstas ha sido de
reciente interés pues en los ultimos afos se siguen investigando y descubriendo mas
mecanismos por como ocurren. La fosforilacién es la méas estudiada y en E. coli se han
encontrado conexiones entre cinasa, fosfatasas y sus sustratos permitiendo construir
redes de fosforilacién en donde las cinasas de diferentes familias interactuan y pueden
fosforilarse entre si. Con estos hallazgos varios autores han llegado a concluir que las
PTM en bacterias pueden tener un potencial regulador en la traduccion (Grangeasse,
Stilke y Mijakovic, 2015).
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13.CONCLUSIONES

El trabajo realizado muestra como el Dogma Central de la Biologia Molecular es la base
de las interacciones moleculares entre los diferentes sistemas de la célula ya que
relaciona todas las biomoléculas necesarias para la vida con las funciones especificas

que desempenan.

La replicacion, transcripcion y traduccién son cruciales para el desarrollo de un organismo
y son muy diferentes dependiendo de si el organismo es eucarionte o procarionte.
También se toma en cuenta que son procesos complejos pues involucran una gran
variedad de factores, proteinas y etapas que ayudan a llevar a cabo sus mecanismos y
con el avance de nuevas técnicas constantemente se esta incrementando la informacion
que se tiene sobre este tema. Un ejemplo seria que antes no se tenia claro la relacién que
habia entre la degradacion del mRNA con la traduccion del trascrito, y ahora se sabe que
ésta degradacion es necesaria para que se de inicio a la traduccién, asi como que ya se
conocen varias vias y los factores implicados en donde la degradacion del mRNA inicia la

traduccion.

Realizar una comparacion entre organismos permite encontrar diferencias significativas
que explican cdmo se llevan a cabo los procesos y por qué en organismos superiores se
requiere que sean mas complejos, ademas de que es de suma importancia conocer los
mecanismos regulatorios en cada tipo de organismo ya que pueden tener aplicacion
futura en investigaciones que se basen en la modificacién/regulacién de alguna de estas

etapas para asi poder aplicarlo a la clinica.

Con la elaboracion de este trabajo se obtuvo una recopilacién de la informacién en una
sola fuente que ayudara a mejorar la compresién del tema, ademas de servir como un

material documental de apoyo con un enfoque actualizado.
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