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TEMA 21 GENETICA MOLECULARI

1. SINTESIS DE ARN: TRANSCRIPCION.

La transcripcidn es la primera etapa de la expresién genética, mediante la cual se sintetiza una molécula de
ARN cuya secuencia es complementaria a la de una de los dos cadenas de un fragmento de ADN que
denominamos gen. Los genes son segmentos de ADN que contienen informacidn necesaria para la sintesis de una
proteina. Sin embargo, algunos genes no contienen informacidn para la sintesis de proteinas tal y como ocurre con
los que se transcriben para originar los ARNr y los ARNt. Los genes que si poseen informacién directa para la
sintesis de proteinas son lo que se transcriben en forma de ARNm.

1.1. ARN-POLIMERASAS ADN DEPENDIENTES

Las enzimas ARN-polimerasas-ADN-dependientes

sintetizan moléculas de ARN uniendo ribonucleétidos trifosfato y
utilizando una cadena de ADN como molde. La molécula de ARN

HG
crece en SNNTTRIE pues se afiaden los [T R ‘

BT EENe™ libre de la cadena naciente. Cada vez que se ala

afiade un ribonucleéf\ido trifosfato  (NTP), el extremo 5 del mc‘l? e e :iH'

nucledtido se une al 3libre de la cadena que se estd formando P ‘ -
OH OH i

mediante un enlace fosfodiéster y se libera un pirofosfato.

—o-cH, 9

— D=0

V' . . o
La transcripcién es asimétrica ya que solamente se trascribe |- LDJ;‘Lof
para cada gen una de las dos cadenas del ADN. La cadena B
trascrita se llama codificadora o molde, y la cadena de ADN %

que no se transcribe se denomina estabilizadora. En los o
. X . Crecimiento de la cadena 0

organismos eucariotas, para cada gen, solamente se transcribe una errsentidai e o=bo
cadena de ADN (la codificadora), de forma que genes distintos del .

mismo  cromosoma pueden utilizar como codificadora una cadena ¢

diferente a la de otros genes. P&

* Tipos de ARN Polimerasas

Procariotas Eucariotas

En procariotas solo hay una clase de ARN- En los eucariotas existen tres ARN-polimerasas
polimerasa formada por 5 subunidades; 2a, B y B' diferentes y que estdn constituidas por distintas
constituyen el nicleo del enzima, y la subunidad 6 que subunidades

es capaz de reconocer el lugar de iniciacién de la

Lz . — ARN-pol I sintetiza ARNr en el nucléolo.
transcripcién (promotor) y posteriormente se separa.

— ARN-pol Il que sintetiza ARNm
B’x B’ — ARN-pol lll que sintetiza ARNt y el ARNr 5S.

Nicleo central Factor
delaenzima sigma

Holoenzima
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1.2.

MECANISMO DE LA TRANSCRIPCION

La transcripcién de ARNm, tanto en eucariotas como en procariotas atraviesa por las mismas fases. Sin

embargo presentan claras diferencias.

EN PROCARIOTAS

INICIACION

ELONGACION

TERMINACION

MADURACION

La sintesis se inicia en los promotores,
secuencias de ADN situadas en -10 y -35
pb del sitio de iniciacién de la sintesis de
la proteina. - Al promotor se une la
subunidad 6 y posteriormente el resto de
subunidades. La enzima completa
desenrolla y abre la hélice de ADN,

incodndose la polimerizacién.

Holoenzima

Regidn promotora

busca el promotor en la
doble hélice

4 —_—h
5_ La ARN polimerasa Jl

La ARN poclimerasa
se une al promotor

La ARN polimerasa
abre la doble hélice

Tras la unién de 10 ribonucledtidos la
subunidad ¢ se separa del enzima. La
ARN-pol se desplaza por la cadena de
ADN en sentido 3'>5' polimerizando ARN
en sentido 5'->3.

Al tiempo que la doble hélice se abre por
delante, se cierra por detrds y se libera la
cadena de ARN nueva.

ARM Polimerasa

Cadena no molde

Cadena molde

Direccién de la transcripcion

Hay dos formas:

— Secuencias ricasen Cy G se
autocomplementan formando un lazo en
el ARN, que actia como sefial para que
el ARN polimerasa se separe del ADN y
termine la transcripcién

— El factor proteico rho (p), que reconoce
una secuencia especifica del ARN y se
une a ella para tirar del ARN y soltarlo de
la ARN polimerasa.

Secuencia finalizadora
de la transcripcién
en E.Coli

0®

i

5 3
0ARLOCCACAG- §@®0®0

—_——
Transcrito de ARN 6 a8 uracilos

Apareamiento de
bases complementarias
que forma el lazo

ARN polimerasa

Los genes de procariotas son "continuos", de manera que los ARNm no necesitan maduracidn. Los

ARNr y los ARNt se sintetizan como precursores llamados ARN transcritos primarios
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EN EUCARIOTAS

Es mds compleja, pues ademds de que el ADN estd unido a histonas, intervienen varias ARN polimerasas y

numerosas proteinas reguladoras denominadas factores de transcripcion.

El promotor de eucariotas se sitia en -30 y estd
constituido por una secuencia especifica TATA
INICIACION que se conoce como caja-TATA (TATA-box), que
es reconocida por la ARN-pol II.

ADN molde

El enzima se desplaza por la cadena de ADN en
sentido < 3'>5' polimerizando ARN en sentido
5'2>3'.'Cuando se han sintetizado 30 nucledtidos,

ELonGacioNn K afiade un resto de 7-metilguanosina

trifosfato al nucledtido situado en el extremo 5'
que es siempre la adenina. Este resto se
denomina CAP o caperuza.

La sefial de terminacién es  TTATIT.

Inmediatamente después de terminar la sintesis, el
enzima poli-A-polimerasa afiade en el extremo
TERMINACION 3' una secuencia de unos 200 nucledtidos de

adenina que se conoce como cola de poli-A. El
resultado final es un pre-ARNm, también llamado
ARNm transcrito primario.

Los genes de eucariotas no son continuos, de
forma que los ARNm transcritos primarios poseen utll Intron e —

5’ I
. . q .z Pre-mRHA
infrones (sin informacién) y exones (con ‘

informacién). / /QO..

La eliminacién de los intrones se realiza en un Spliceosome ’
proceso que se denomina maduracién (splicing) e E ! Ban
El

intron forma un bucle con las enzimas

ribonucleoproteinas  pequefias  nucleares ] O
Excised intron O
7 @
.

MADURACION

(snRNP) para formar el spliceosoma. in Tariat shage
El intrén se escinde, y los exones se unen por 5

Mature mRMNA
enzimas ligasas
El ARNm maduro resultante puede salir del nicleo

y ser traducidos en el citoplasma.

1.3. TRANSCRIPCION INVERSA O RETROTRANSCRIPCION

La transcripcién inversa es un procedimiento consistente
en la sintesis de una molécula de ADN a partir de una molécula

de ARN que actia como molde. Las enzimas que llevan a cabo
este proceso son las transcriptasas inversas que actian en los
ciclos virales de los retrovirus como el VIH (virus del Sida).

Los retrovirus poseen unas envoltura proteica que engloba
un genoma de ARN monocatenario de polaridad + y se replican

de manera inusual a través de una forma intermedia de ADN

bicatenario. Este proceso se lleva a cabo mediante la

Ciclo de replicacion de un retrovirus
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transcriptasa inversa, que dirige la sintesis de ADN a partir del -ARN. El ADN sintetizado se inserta dentro del

ADN de la célula infectada donde se comporta como un gen mds.

2. SINTESIS DE PROTEINAS: TRADUCCION.
2.1. CODIGO GENETICO.

La sintesis de proteinas ocurre en los ribosomas situados en el citoplasma.
Las secuencias de nucledtidos de los ARNm llevan la informacidn necesaria para la sintesis de proteinas.

Cada tres nucleétidos del ARNm forman un triplete o codén, a los que les corresponden unos
aminodcidos determinados. Los tripletes del ADN correspondiente se conocen como codégenos

La correspondencia entre tripletes

y aminoacidos obedece a una clave o UUU Phe|[UCU Se [UAU Tyr |UGU Cys
cédigo genético, cuya interpretacion UUC Phe|UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys
fue posible gracias a los estudios de
diferentes investigadores entre los que UUA Leu| UCA Ser | UAA Fin | UGA Fin
cabe destacar nuestro premio Nobel UUG Leu | UCG Ser | UAG Fin | UGG Trp
Severo Ochoa. CUU Leu|CCU Pro|CAU His | CGU Arg
Caracteristicas del cédigo CUC Leu|CCC Pro|CAC His | CGC Arg
genético:
CUA Leu|CCA Pro|CAA Gln|CGA Arg
1. El cdédigo estd formado por 64 CUG Leu | CCG Pro|CAG Gln|CGG Arg
tripletes o codones de bases AUU Ile [ ACU Thr| AAU Asn | AGU Ser
nitrogenadas de ARN ( variaciones AUC Ile [ ACC Thr| AAC Asn | AGC Ser
con repeticiéon de 4 elementos
tomados de 3 en 3) AUA Ile [ ACA Thr| AAA Lys | AGA Arg
2. No existe puntuacién entre un AUG Met [ ACG Thr | AAG Lys AGG Arg
triplete y el siguiente. Los tripletes GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
se leen sin separacién por lo que GUC Val | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly
es muy importante el comienzo del
orden de lectura. GUA Val [ GCA Ala | GAA Glu [ GGA Gly
3. Es un cdédigo universal. Todas las GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

especies de seres vivos poseen el mismo cédigo. Esto permite que cualquier ribosoma pueda traducir ARNm
sea cual sea su procedencia. Se conocen algunas excepciones a esta universalidad, en las mitocondrias,
protistas ciliados y micoplasmas).

4. El cédigo es degenerado en sentido matemdtico. De los 64 codones, 61 codifican los 20 aminodcidos que
constituyen las proteinas, y 3 tripletes actdan como terminacién del procesos (UAA, UAG, UGA). Hay por
tanto mas tripletes que aminoécidos lo que hace que el cédigo este degenerado debido a:

a. Cada aminodcido estd codificado por més de un triplete.

b. No todos los aminodcidos estén codificados por el mismo n°® de codones (Por ejemplo la Leucina

(6 codones), la Tirosina (2 codones).

c. Los tripletes que codifican un mismo aminodcido generalmente difieren en un sélo nucleétido.
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2.2. UNION DE LOS AMINOACIDOS A LOS ARNT

Antes de que se lleve a cabo la traduccidn, es necesario que los aminodcidos se unan a ARNt especificos.

tRNA e

In this particular example

the tRNA carrying the . .

amino acid alanine will 3 A(r;':lanr:nae(:)ld

bind to the codon GCC 5 Extremo
on the mRNA chain CCA
while in the ribosome. l WAccePtor stem

TWCG loop

Estructura tridimensional
del ARM transferente de
la fenilalanina

Lazo

[~ Anticodén

Anticodon

Codon
3 321 5§

mRNA

Anticodén

Los ARNt tiene una estructura muy peculiar formada por:

e Un brazo aceptor formado por el extremo 5' y el extremo 3, que en todos los ARNt posee la
secuencia CCA, cuyo grupo -OH terminal sirve de lugar de unidn con el aminoécido para formar asi
los distintos aminoacil-ARNt

o Elbucle T¥CG, que actia como lugar de reconocimiento del ribosoma.

e El bucle D, cuya secuencia es reconocida de manera especifica por una de las veinte enzimas,
llamadas aminoacil-ARNt sintetasas, encargadas de unir cada aminoécido con su correspondiente
molécula de ARNt mediante una reaccidn que requiere ATP y que se produce en citoplasma. Estas
enzimas tienen la capacidad de distinguir un aminodcido en particular de los restantes 19, a pesar
de que algunos de ellos son muy similares quimicamente. De igual modo, estas enzimas reconocen
con precisién la molécula correcta de ARNt para emparejarlo con el correspondiente aminodcido

e El bucle situado en el extremo del brazo largo del "bumeran"”, que contiene una secuencia de tres
bases llomada anticodén. Cada ARNt "cargado” con su correspondiente aminoécido se une dl
ARNm, mediante la regién del anticoddn, con tripletes de bases del ARNm Estén formados por una
dnica cadena de ARN con un extremo 5 libre y un extremo 3 (CCA) al que se unen mediante enlace
éster los distintos aminodcidos.

Por ejemplo, el aminodcido Alanina esté codificado por 4 codones que solo difieren en el Udltimo de los
nucleétidos (GC_), de manera que los ARNt que porten el aminodcido Alanina tendrdn como anticodén (CG_).

2.3. MECANISMO DE LA TRADUCCION.

La traduccidn es el proceso por el cual los ribosomas convierten la secuencia de codones del ARNm en
una secuencia de aminoécidos, los cuales son transportados por los ARNt hasta los ribosomas. Es un proceso
que ocurre el citoplasma, en los eucariotas los ribosomas estdn unidos al Reticulo endoplasmatico, mientras
que en los procariotas estén libres formando cadenas o polisomas. En ambos casos la traduccién comprende
tres etapas:
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1) INICIACION. Q @

. ops o Jo . 7 q onp - Actuacion de |

En los ribosomas hay un sitio peptidil (P) de unién al péptido, y un sitio S v factores de.
. . iniciacidn

IF2 e IF3

aminoacil (A) de unién al aminoacil-ARNt. Estos lugares, al principio no estan et
completos pues las subunidades que forman los ribosomas se encuentran
separadas. Con la ayuda del factor proteico de iniciacién, IF3, la subunidad
pequefia se une por el extremo 5' al ARNm (a través del CAP en eucariotas),
de manera que el coddn de iniciacién (AUG) queda situado en el lugar P.
Posteriormente el ARNt cargado con el aminodcido formilmetionina, se une a
través de su anticodén UAC al codén AUG del mensajero. Este ARNt va unido
al IF2 y a una molécula de GTP. La subunidad mayor del ribosoma se une tras
la adicién del factor IF1, quedando completos los lugares P y A de forma que el
ARNtfMet ocupa el lugar P, quedando libre el lugar A para que sea ocupado
por el siguiente ARNt ‘cuyo anticodén sea complementario al codén
siguiente. Posteriormente se liberan los tres factores de iniciacién y la
molécula de GDP y Pi, quedando asi formado el complejo de iniciacién.

I1) ELONGACION.

El ARNm es leido en sentido 5' 3', y la cadena polipeptidica se sintetiza desde el extremo N-terminal hacia el
C-terminal. Podemos distinguir tres etapas dentro de esta fase:

i) Fijacién del aminoacil-ARNt: el segundo aminoacil-ARNt i s
se coloca en el lugar A y establece enlaces de H entre las bases - -
del anticodén y el codén. Parece que la unidn es suficiente con mhm‘_ —"
que se establezcan puentes de H entre las dos primeras bases, lo SMM” I

Flongacitn
de la cadena

que explicaria que la "degeneracién" del cddigo genético. La |mmemics ,|¢\er
unidén del aminoacil-ARNt es posible gracias a la unién de los - 3
factores proteicos de elongacién EF-Tu y EF-Ts junto a una
molécula de GTP que se hidroliza a GDP. s

ia)
i) Formacién de la unién peptidica: Los dos lugares Ay P

se hayan ocupado con dos aminoacil-ARNt de forma que los dos
aminodcidos estdn lo bastante préximos para unirse por enlace
peptidico. Pero hay que recordar que los dos aminodcidos estan

unidos a los ARNt a través de sus grupos carboxilo, de forma que s

para que se establezca el enlace peptidico el aminodcido |*“ o 0
situado en el sitio P (en esta caso la formil-metionina) se suelta del ] N“’“”ﬁ“

ARNt al tiempo que establece enlace peptidico con el grupo " __

amino del aminodcido situado en el lugar A. Esta reaccién de R

transferencia de grupos es catalizada por la petidil transferasa g

que forma parte de los ribosomas. @

iii) Translocacién: El lugar P esta ahora ocupado por un ARNt descargado, y el lugar A esta ocupado por
un dipeptidil-ARNt. La entrada de un factor EF-G unido a una molécula de GTP, provoca la salida del ARNt
descargado dejando libre el lugar P. Seguidamente se desplaza el ribosoma, de forma que el dipeptidil-ARNt pasa
a ocupar el lugar P dejando vacio el lugar A. El ARN-m presenta su tercer coddn en el lugar A, de manera que un
nuevo ciclo de elongacién puede comenzar, de forma que el ribosoma traduce el ARNm en sentido 5' 3'.

I11) TERMINACION.

Cuando el lugar A queda ocupado por alguno de los tres posibles codones de paro, ningun ARNt puede
ocuparlo y el ribosoma da por terminada la sintesis del polipéptido. Hace falta para ello la inclusién de los
factores de terminacién R1y R2. Los cuales provocan el paso del polipetidil-ARNt del lugar A al lugar P y activa la
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petidiltransferasa que en este caso actiua como una hidrolasa liberando el polipéptido. Las dltimas etapas son

la salida del ARNt, la salida de los factores R y la posterior disociacién del ribosoma.
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