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Tipos de moléculas de RNA (bacteria)

Todos los
apareamientos
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El RNA es de cadena
sencilla, pero forma
apareamientos internos

El coeficiente de

Tipo de RNA Cantidad Coeficiente de Ndmero de nt
relativa (%) sedimentacién (S)

Ribosomal (rRNA) 80 23S 3700

16S 1700

5S 120
Transferencia (tRNA) 14 4S 75

, , , Duplex
Mensajero (MRNA) 5 variable variable
Otros RNAs no variable variable E
codificantes
Tallo - asa
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Los RNA tienen diferentes estructuras y presentan
modificaciones en las bases nitrogenadas
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(altamente estructurado)

RNA de transferencia
(suele presentar muchas bases
modificadas)




Proceso de TRANSCRIPCION

Inicio
Elongacién
Terminacion

;Coémo se recluta la RNA
polimerasa al DNA?

; Cémo sabe cudl es la cadena
que va a transcribir?

¢ Qué necesita para poder
transcribir el DNA?

¢ Cémo sabe la RNA polimerasa
que debe terminar la
transcripcion?



Una de las cadenas de DNA se transcribe

Codificante: Es IDENTICA al RNA producido

’ @
3 (5'—>3") excepto por presentar T en lugar de U

5 — Molde: Es la que copia la RNA polimerasa
agregando NTPs complementarios en sentido 5" = 3’

RNA polimerasa

5I 3' 1 :)
DNA

INICIO molde 3’
¢ Secuencia en el DNA (PROMOTOR)

* Reconocimiento del Promotor

3' apjow

5" YOLOWOYd

Promotor: secuencias de DNA que reconoce |a

RNA polimerasa y proteinas asociadas a ella (en la
cadena codificante) para iniciar la transcripcién

**» RNA polimerasa




El Promotor (secuencia) se lee de 5 a 3’ y determina el INICIO

5 > 3 f- Sitio a partir del cual inicia la
TRANSCRIPCION (+1): TSS
[ UP element | |-35 Region| Spacer |-10 Region| Spacer | RNA start
geo;us::cs‘;ls |NNAM¢I\3|}T$WNNAAAANNNINI TTGACA | N;; | TATAAT | N, | n Caja _1 O
rrnB P1 | AGAAAATTATTTTAAATTTCCT [N GTGTCA | Nig Ns AL (Ca J 3 TATA) 5'- TATAAT -3’
trp | TTGACA| N;; |[TTAACT| N; | A - p p
Secuencia —-35: 5'- TTGACA -3
lac | TTTACA| N;; |[TATGTT | N, | A
recA [ TIGATA| N, |TATART| N, [ A& Elemento UP: presente en
araBAD [I[GIGAGE] N,» [HAGIGE] N, [TANIII algunos genes

(-) no se transcribe, significa antes de +1 (hacia el 5;
corriente arriba). Se lee en cadena codificante

RNA transcripts

Gen a. Gen b; _ DNA of E</i chromosome | ;;

La cadena I\ Lacadena 5’=9e”eaA — | gened  genee
codificante Y codificante es 3 " gene b genec N gene f
es la inferior la superior =

5000 nucleotide pairs




Subunidades de la RNA polimerasa bacteriana

Centro catalitico

- Holoenzima

Especificidad
promotor

[
»

—

Subunidad Gen

a RpoA
B RpoB
B' RpoC

RpoH

o) RpoD

+1

Funcidén

Iniciacion de la cadena, anclaje de otras
subunidades y proteinas reguladoras

Iniciacién y elongacién de la cadena,
formacidn de enlace fosfodiester

Unién al DNA
Proteina reguladora

Reconoce el Promotor

Promoter
-35 Region -10 Region +1 Transcription
o Factor start site
RNA Polymerase

El factor SIGMA reconoce la caja
TATA y secuencia -35

Los genes que se expresan bajo
condiciones particulares, tienen
promotores diferentes y utilizan
otros factores sigma (diferentes al
general, sigma 70)



Ejemplo:

57 . ATGGCAGCATGATATTATA ... 3’ Molde
LA TACCGTCGTACTATAATAT ... 57 Codificante
+1 ... -10
promotor

RNA transcrito 5 UGCUGCCAU 3’

Una vez que reconoce el promotor:

||||||||

eLa RNA pol debe abrir la burbuja de transcrlpuon

(helicasa, gasto de ATP) 5, 3
eComenzar la polimerizacién de NTPs en sentido ey

5'>3" (NO necesita cebador)
*Debe escapar del Promotor

° mRNA transcript



INlClO de Ia - Binding

Transcripcion N
. 5’ = = 3’ ..
baCterlana g p—— = 1) Reconocimiento del promotor
Closed complex
formation
= Complejo cerrado
Open complex
formation
Initiation
Factor Sigma - 2) Complejo abierto (12 nt)
Initiation of
transcription
- N 3) Sintesis de 8-10 nt de RNA abortiva hasta...
El INICIO se ha
completado solo . 4) Liberacién de Sigma
cuando se Separa 2

sigma y permite el
escape del promotor

?m 5) Escape del Promotor



ELONGACION de la Transcripcién bacteriana

Hibrido

Canal de
salida del
RNA

5!

Nature Reviews Microbiology 9, 319-329

RNA-DNA g2+

Sitio
activo

B

Direccion de la transcripcion

3!

Reaccién que cataliza la

RNA polimerasa

3 (NMP), + NTP
RNA polimerasa

Canal secundario DNA l M92+

(NMP),.1 + PPi

- NO requiere cebador

- utiliza Mg?* como cofactor

- utiliza NTPs (ATP, GTP, CTP, UTP)
como sustrato

- La cadena de ARN crece SIEMPRE

en sentido 5’ —» 3’




TERMINACION de la Transcripcién bacteriana

B’-clamp helices
—~ / /_\\ DNA i :
e

D

El terminador intrinseco presenta La proteina Rho reconoce en el RNA
secuencia rica en CG en el RNA transcrito secuencias especificas rut,
transcrito formando un tallo-asa avanzando hacia la RNA pol y

que pausa a la RNA pol y se libera desenrollando el duplex RNA : DNA
el RNA recién sintetizado en el sitio de sintesis

La secuencia terminadora de la transcripciéon aparece en el RNA transcrito



Inicio — Promotor — Sigma — RNA pol bacteriana
Elongaciéon — RNA pol bacteriana + NTPs + Mg?*
Terminacién — Terminador RNA — RNA pol bacteriana

Rifampicina: Inhibidor de la
RNA pol bacteriana

Transcription

RNA polymerase
' Double Stranded DNA

_ O “Promoter” opens

__££ ——=_)) initiation

I clongation Su mecanismo de accidn estriba en la

inhibicién del inicio de la transcripcién,
f uniéndose de modo no covalente a la
terminationd® ——= " subunidad 3 de la RNA polimerasa
bacteriana.

single stranded mRNA



TRANSCRIPCION

en eucariontes: Chromosome _ %

Interphase chromatin

-k,

» Promotores complejos

» Estructuracién compleja del
DNA (Epigenética)

> Diferentes RNA polimerasas
para diferentes tipos de RNA

Heterochromatin
_ “Silent

Eugcht).ma”tin
. clive
» Procesamiento del RNA -

mensajero (elongaciony

terminacion)




Tipos de RNA y RNA polimerasas en eucariontes:

codificantes (IncRNAS)

Tipo de RNA Cantidad Coeficiente de Ndmero dent  RNA polimerasa
relativa (%) sedimentacién (S)

Ribosomal (rRNA) 80 28S 5070 RNA pol |

18S 1900 RNA pol |

5.5S 156 RNA pol |

5S 121 RNA pol Il
Transferencia (tRNA) 14 4S 75 RNA pol Il
Mensajero (nRNA) 2-5 variable variable RNA pol I
RNAs pequefios variable RNA pol Il
nucleares (snRNA) RNA pol lll (pocos)
RNAs pequefios variable RNA pol Il
nucleolares (snoRNA)
RNAs pequefios Resto (<1) 20-24 RNA pol I
interferentes (siRNA) RNA pol IV y V (plantas)
microRNAs (miRNA) 21-22 RNA pol I
RNAs largos no variable RNA pol I




El recononocimiento del promotor es asistido por Factores Generales
Transcripcion (TFI — RNA pol [; TFIl - RNA pol II; TFIIl - RNA pol i)

Bacterias

Eucariontes

Sitio de inicio
transcripcion

.
e

'H

+1

En bacterias sélo se requiere Sigma para
el reconocimiento eficiente del promotor.

Cajas TATA (-10) y caja -35

-30 nt (TATA)

Sitio de inicio
transcripcion

L

TBP m
TFIID

TFIIA @8 N
riE @

gy 7!
B
Y . TFIIF

‘TFIIH

La unidén de los TFII
es secuencial

Algunos reconocen
secuencias en el
promotor

Otros se unen a la
RNA pol I

Se forma un
complejo grande que
requiere espacio libre
de nucleosomas



Secuencias en el promotor basal eucarionte para RNA pol |l

TFIB  TBP TFID TFID
-37 -32 -31 -26 -2 +28 +32
BRE[TATA|  E— e
doG. . i AA Al ia
CCACGCC  TATA_A_ FFAN AT &, CCTG
Secuencia
Elemento CONSenso GTF
BRE G/C GIC G/A CGCC TFIIB
TATA TATA A/T AT TBP
INR C/T C/TAN AT C/IT C/T TFID

DPE AIGAITCGTG TFIID

Genes and Development 16:2583 - 2592



Escape del promotor en eucariontes

A diferencia de bacteriag la apertura de la doble
cadena de ONA y la formacion de burbuja de
trangeripeion requiere la hidrélicie de ATP y eg
mediada por TFIIH mediante gu actividad de

helicaga.

El escape del promotor requiere de
la fosforilacion del CTD de g

subunidad mayor de RNA pol |l

El CTD egta conformado por variag
repetidag del heptapéptido: Tyr-Ser-
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser

(52 en humano)

= @
a >
@

NTPj

ADP

TFIIH: Complejo
de 9 subunidades:

Poseé 3 actividades:

Helicasa dependiente de
ATP para abrir la doble
hélice e iniciar
transcripcion.

Actividad de cinasa para
fosforilar el Dominio
Carboxilo Terminal (CTD)

de la RNA pol Il y permitir
escape del promotor.

Actividad de exonucleasa
para reparar errores en
MMR.



Promotores basal y distal para la transcripcion eucarionte

Promotor Promotor
Distal Core
| F—— = — =
o +1
Enhancers TF | > E1
5 —I-I—— - // i
GTF-Il , 5'UTR
Modulos de regulacién //
a distantia ,
Elementos CIS TSS

sitio de inicio de la transcripcion

Unidad Transcripcional

E2

H-—T . +— 3 DVA
" 3'UTR

E3 E4

Cadena codificante

Promotor basal:

— +1 —»

Promotor (-1000 nt)

Exones (E) e intrones

Remodeladores

" cromatina RNApol
I
’F Co-TF
S ) A . "TSS
Nucleosomas - Promotor “-TF \
deslizados Distal O(Q\ N
Loops

N "”»wffffffffxfg
e, 5
e, 5
KV, om0 /'I"I
R N
A

Nucleosomas
deslizados

Promotor
Core

Es reconocido por
TFIl generales o
basales. Es escencial
para que la
transcripcion ocurra.

Promotor distal:
Secuencias distantes
al TSS que reclutan a
otros TF reguladores y
factores epigenéticos
que modifican el
entorno de cromatina.




INICIO de la Transcripcion eucarionte

1) Reconocimiento del promotor
2) Cambio conformacional y reclutamiento de TFlI TBP Bacteria:
3) Unién de la la RNA polimerasa |l Otros TFII . RNA polimerasa
4) Unién de TFIIH para: RNA pol [I-CTD Sigma
a. abrir la doble hélice (Helicasa) TFIH
b. fosforilar el CTD de la RNA pol Il (NMP). + NTP
c. reparar errores de bases mal apareadas (MMR)
5) Escape del promotor DNA l Eﬂl\;ipolimerasa

(NMP) .. + PPj

ELONGACION

- NO requiere cebador

- utiliza Mg?* como cofactor

- utiliza NTPs (ATP, GTP, CTP, UTP)
como sustrato

- La cadena de ARN crece SIEMPRE

en sentido 5’ —» 3’




Inhibidores de la Transcripcién eucarionte

Actinomicina D

Sar Sar
L- Pro L Meval L- Pro L Meval
D- VaI D- VaI

- Thr - Thr

Seee

o-Amanitina ¢

HN

Producida por Streptomyces

Se intercala entre G-C en la doble hélice de
DNA

Inhibe transcripcién de RNA pol |, Il y IIl, asi
como replicacién

Producida por el hongo Amanita
phalloides.

Se une al sitio de polimerizacién
Inhibe ESPECIFICAMENTE la
transcripcién por la RNA pol Il a
nivel de inicio y elongacién



Expresion de genes: DNA > RNA - Proteina

PROCARIONTES

» Transcripcion y Traduccion
simultaneas

» Alta densidad de genes
(Operones)

» No hay intrones (INRNA NO
Se procesa)

» Baja complejidad en
estructura de DNA

Libro de Consulta: Alberts et al. 5th Ed
Molecular Biology of The Cell Capitulo 6

VS. EUCARIONTES

» Transcripcion y Traduccion
separadas en tiempo y
espacio

» Baja densidad de genes
(muchas secuencias no
codificantes)

» Si hay intrones (MRNA se
procesa)

» Alta complejidad en
estructura de DNA
(heterocromatina y
eucromatina)



