Tema 6 Genética Molecular


3.1. La transcripción

El ADN de los ecuariotas se encuentra en el núcleo de la célula, mientras que todo lo necesario para la síntesis de las proteínas se encuentra en el citoplasma de la célula.

El ADN tiene la información más importante para la organización y mantenimiento de la vida de los seres vivos, por este motivo y por su tamaño no puede viajar hasta el citoplasma para transmitir la información para salvaguardar la misma.

Es por ello necesario la fabricación de un polipéptido que haga esta función. El gen del ADN que contiene la información de la secuencia de aminoácidos del polipéptido es transcrito a un ácido ribonucléico (ARN).

Este ARN es el que viaja hasta el citoplasma para transportar la información, por eso se llama ARN mensajero (ARNm).

El proceso de transcripción empieza cuando se pone en marcha la catalización de una enzima perteneciente al grupo de ARN polimerasas, que se encuentra en un segmento del ADN llamado promotor, que es muy rico en adenina y timina, y está situado justo antes de la secuencia de nucleótidos que va  a ser transcrita.

Esta zona del ADN, promotor, es el lugar donde puede ser unida la información del ADN con la enzima que la va a transcriptar. En ella las dos hebras del ADN se separan y empieza la transcripción en dirección 5´->3´, mediante la adición al ARN de nucleótidos.

Este proceso tiene la misma propiedad que la duplicación del ADN, “complementariedad”, con la salvedad que cuando la hebra molde del ADN tiene nucleótido de timina, se añada un nucleótido de uraclito, en lugar de adenina.

Este proceso termina cuando se llega al final del promotor, denominada secuencia terminadora, y en ese momento se libera la hebra de ARNm, y la enzima catalizadora “ARN polimerasa” se separa del ADN. 

El ADN al quedar libre vuelve a unir sus dos hebras con la participación de una nueva enzima especializada en la unión de las hebras tras ser transcritas. 

3.1.1. Maduración del ARN

Una vez sintetizado el ARNm a través de la transcripción, éstos sufren unas modificaciones en su estructura. Lo que se obtiene en este proceso de transcripción se llama transcripto primario.

El transcripto primario porta la secuencia de aminoácidos que codifica el polipéptido, pero esta secuencia no se encuentra ordenada, sino que viene intercalada por segmentos codificados “exones” y segmentos no codificados “Intrones”.

Entonces se inicia un nuevo proceso llamado de maduración o procesamiento, en el que se eliminan los itrones y se colocan secuencialmente todos los exones, obteniéndose un ARNm maduro.

Este proceso de maduración puede hacer que no siempre el mismo transcrito primario codifique el mismo polipéptido, es decir, que existen diferentes tipos de maduración que originan que un mismo transcrito primario origine polipéptidos distintos. Esto se debe al orden en que el proceso de maduración sitúe a los exones.

3.2. Traducción

Toda la información del ADN se encuentra en la estructura del mismo (secuencia de 4 nucleótidos: timina, adeninda, citosina, guanina).

3.2.1. El código genético

Es el conjunto de principios que establece una relación en la ordenación lineal de los nucleótidos de la molécula de ADN y la ordenación lineal de los aminoácidos de los polipéptidos.

Sabemos que los polipéptidos pueden ser formados hasta por 20 aminoácidos distintos, y los polipéptidos se diferencian unos de otros por el orden en que están situados los aminoácidos, diferenciándose así en su estructura tridimensional y en su función biológica.

El ADN contiene la información de todos los polipéptidos del organismo, y por lo tanto de todas las secuencias de aminoácidos que existan. Sin embargo la naturaleza de los polipéptidos y del ADN es distinta. El ADN porta toda la información tan solo en 4 nucleótidos ¿cómo con las 4 letras del ADN podemos almacenar información acerca de las 20 de los polipéptidos?.

Si combinamos las letras del ADN de tres en tres, se formarán 64  “codigos” distintas (43), número más que suficiente para englobar las 20 necesarias, sin embargo, las restantes también se han utilizado para otro tipo de funciones.

Por lo tanto la base del código genético se encuentra en la secuencia de tres nucleótidos, llamada triplete.

Cuando nos referimos al triplete del ARNm se llama codón, teniendo en cuenta que en lugar de la timina (T), tendremos uracilo (U).

Propiedades del código genético:

1. Es redundante o degenerado: Un aminoácido puede ser codificado por más de un codón. (ver tabla 6.1. de la pag. 167). Por ejemplo, el aminoácido arginina es codificado tanto por el triplete AGA y AGG. No todos los tripletes codifican aminoácidos, algunos codifican señales de paro para terminar la transcripción, o de inicio.

2. Es un código sin superposición: Esto quiere decir que una base solo pertenece a un triplete o no a varios. Si hay una secuencia AUGCAUAAG, los tripletes serán: AUG CAU AAG, y no UGC AUA AGA. Es decir que hay que leerlos de tres en tres y no son intercambiables entre tripletes.

3. La lectura es lineal y sin comas: Se inicia en un punto y se va leyendo de triplete en triplete sin puntos ni comas.

4. Es universal: El código genético es universal para todos los seres vivos para traducir el mensaje del ADN a proteínas.

Síntesis de proteínas

La traducción es el proceso mediante el cuál la información contenida en el ARNm, en un alfabeto de cuatro letras (A-T, C-G) es traducida a las 20 letras de los aminoácidos que forman polipéptidos, siguiendo los principios del código genético.

Las moléculas de ARN que se sintetizan en el núcleo de la célula son de tres tipos: mensajero (ARNm), de transferencia (ARNt) y ribosómico (ARNr). La maquinara de la síntesis de proteínas son los ribosomas y éstos están formados en su mayor parte por ARNr. Éstos son sintetizados en el nucleolo zona en el que la concentración de cromatina (ADN) es muy grande y es además funcional, y la cuál es transcrita a ARN.

El ARNr es el encargado de transportar la información desde el nucleolo hasta el núcleo de la célula.

El ARNm es el formado tras la transcripción del ADN al ARN y es el que viaja con la información hasta el citoplasma desde el núcleo.

El ARNt es el encargado de transportar los aminoácidos desde el citoplasma hasta el ribosoma para formar la cadena polipeptídica.

El proceso de traducción se efectúa en los ribosomas, estructuras citoplasmáticas dónde coincide con el ARNm y el ARNt. 

Este proceso de traducción o síntesis de proteínas tiene cuatro etapas o fases:

1. Iniciación: La síntesis de proteínas comienza con la formación del complejo de iniciación, formado por el ARNm, el ARNt y varios factores de iniciación. Una vez formado el complejo de iniciación, éste se une al ribosoma para formar el ribosoma completo.

En el ribosoma existen dos regiones: 

· Sitio A (sitio aminoacil): Donde se encuentran los ARNt con el nuevo aminoácido que se vaya a incorporar a la cadena polipeptídica. 

· Sitio P (sitio peptidil): Dónde se colocarán los ARNt con la cadena polipeptídica en crecimiento.

Al inicio del proceso, el ribosoma coloca el sitio P en el codón de inicio (AUG) del ARNm, y luego el ARNt que porta el primer aminoácido a traducir se une al codón de inicio que se encuentra en el sitio P. 

Esta fase solo se repite una vez al principio del proceso.

2. Elongación: Esta fase comienza cuando llega el siguiente ARNt con un nuevo aminoácido que traducir junto a un acticodón complementario del codón del ARNm ubicado en el sitio A. Una enzima específica es la encargada de realizar un enlace peptídico entre los aminoácidos de los ARNt situados respectivamente en P y A, formándose un dipéptido unido al ARNt del sitio A y dejando sin aminoácido el ARNt del sitio P.

Es decir, se unen los dos aminoácidos de P y A, situándose el nuevo complejo en A, y dejando P vacío. Se llama enlace peptídico, porque es el aminoácido del sitio peptidil el que se une o traslada.

3. Transcolocación: El ribosoma se desplaza a lo largo del ARNm (que lleva todos los codones) de forma que traslada el dipéptido (unido al ARNt del sitio A), hasta el sitio P donde se encontraba un ARNt sin aminoácido, siendo éste expulsado.

4. Terminación: Las fases de elongación y transcolocación se repiten hasta que el codón del ARNm de paro se sitúa en el sitio A.  La elongación termina y el complejo se disocia liberando al polipéptido.

Al quedar libre el codón de inicio del ARNm puede iniciarse un nuevo proceso de tradución del ARNm, pudiendo así hacer múltiples copias de un polipéptidos a partir de una sola molécula de ARNm.

La recién creada cadena polipeptídica adopta espontáneamente una estructura tridimensional impuesta por su estructura primaria (la secuencia de aminoácidos que la constituyen). Así, un mensaje unidimensional del ARNm se convierte en la estructura tridimensional de la proteían biológicamente activa.

Al igual que vimos en el proceso de maduración del transcrito primario (ARNm), en ocasiones la cadena de polipéptidos necesitan experimentar un proceso de maduración, llamado procesos postraducción, para adquirir su coformación biológica activa.

3.3. La mutación

Existe un complejo conjunto de mecanismos encargados de asegurar la integridad de la molécula del ADN para  preservar la información hereditaria y repara la mayor parte de las alteraciones que puedan producirse.

Sin embargo, en ocasiones estos mecanismos fallan, uno de cada mil errores no es corregido, y la información que contiene el ADN se ve alterada de una generación a la siguiente, apareciendo lo que llamamos mutación.

La mutación es cualquier cambio permanente en el material genético producido al azar, y no como resultado de la segregación independiente de los cromosomas o de la recombinación dada en la meiosis.

Las mutaciones son normalmente perjudiciales, aunque en algunas ocasiones pueden ser beneficiosas. En cualquier caso, suponen la variabilidad necesaria para que la selección natural actúe. 

Uno de los ejemplos de mutación es la propia replicación del ADN, con la introducción de un nucleótido erróneo en la nueva cadena de ADN replicada. Como ejemplo de nuestra especie, tenemos la fabricación de espermatozoides y de óvulos.

Los espermatozoides son más favorables a las mutaciones debido a que requieren un mayor número de divisiones celulares que los óvulos, y por lo tanto mayor probabilidad de insertar nucleótidos erróneos en la replicación del ADN.

Los errores durante la replicación del ADN no solo afectan de una generación a la siguientes, sino a la misma siendo una de las causas del deterioro propio del envejecimiento.

Estas mutaciones se ven favorecidas por agentes externos: químicos y fisicos, llamados mutágenos: ( tipo electromágnetico: rayos X, los rayos gamma y los rayos ultravioletas. Tipo químico: gases de mostaza y colorantes de acridina). Unos como otros provocan la ruptura de la cadena de ADN o la pérdida de nucleótidos, o la inserción incorrecta de éstos durante la replicación del ADN.

Tipos de mutaciones

1. En función de la magnitud a la que afectan se clasifican en:

2. Mutaciones genómicas: la alteración afecta a cromosomas completos.

3. Mutaciones cromosómicas: la variación se produce en una parte del cromosoma que tiene más de un gen.

4. Mutaciones génicas: Son los que afectan a un gen.

1. Las mutaciones génicas pueden consistir en:

2. Sustituciones: Cuando una base nitrogenada es cambiada por otra diferente. ATT por AGT

3. Inserciones: cuando se inserta uno o más pares de nucleótidos. ATT por ATAAAT.

4. Detecciones: consiste en la pérdida de nucleótidos: …ATTGCCGTATA…  por …ATTGCCTA…

5. Inversiones: cuando un grupo de nucleótidos son insertados en orden inverso: …ATTGCCGTATA… por …ATTTGCCGATA…

1. Muchas mutaciones afectan a un solo nucleótido, y por ello se llaman mutaciones puntiformes pudiendo ser de los siguientes tipos:

2. Mutaciones erróneas: La sustitución de un nucleótido por otro en la secuencia del ADN. Esto ocasiona la sustitución de una aminoácido en la secuencia polipéptida producida, pudiendo cambiar las propiedades del mismo.

3. Mutaciones sin sentido: La sustitución de un nucleótido por otro en un triplete de la cadena de ADN provoca la transformación de un codón del ARNm que codifica una aminoácido cualquierda de paro. Esto supone que se detenga antes de tiempo la síntesis de proteínas y por lo tanto que no se pueda formar el polipéptido que estaba codificado en el gen.

4. Desplazamiento de pauta de lectura: La inserción de un nucleótido en la cadena de ADN produce un desplazamiento en la pauta de lectura y por lo tanto el polipéptido producido varía respecto al inicial.

5. Mutaciones silenciosas: No producen efecto fenotípico ninguno. La sustitución de un nucleótido en un triplete de ADN ocasiona la transformación en otro que codifica el mismo aminoácido, sin aparecer ninguna alteración en la secuencia polipéptida.

Los errores metabólicos son enfermedades congénicas producidas por mutaciones.

Archibald E. Garrod fue el pionero en establecer una relación entre las mutaciones o fallos metabólicos con los factores herederitarios ya propuestos por Mendel.

Uno de estos ejemplos es la alcaptonuria una enfermedad congénita que produce artritis y orina de color muy oscuro. (ver explicación pag. 175 del libro). Otro ejemplo sería la fenilcetonuria, una enfermedad de carácter hereditario recesivo con una incidencia de 1 cada 12.000 nacimientos, siendo un 2% portadores, y produce retraso mental severo, crisis convulsivas y exaltación de los reflejos.

4. NIVELES DE ORGANIZACIÓN DEL ADN: EL CROMOSOMA EUCARIÓTICO.

 Las moléculas de ADN son las macromoléculas más grandes de los seres vivos. En una célula, el ADN tiene una longitud de 2m. Lo que ocurre es que es extremadamente delgado y necesita un grado de empaquetamiendo muy grande.

Sin embargo, el ADN tiene formas diferentes de empaquetamiento según si se presenta en estado normal: cromosoma, o durante la división celular que se presenta como dos cromatidas de forma amorfa. Tanto en uno como en otro aspecto, el ADN es la misma representación de la información genéticas, por lo que se pone de manifiesto que el ADN presenta diferentes niveles de organización, basado en el grado de empaquetamiento.

· El cromosoma es la molécula de ácido nucleico que actúa como portadora de información hereditaria, por lo tanto podrá ser tanto el de la molécula de ADN de eucariotas y procariotas, como el ARN de algunos virus.

Cada cromosoma está constituido por una sola molécula de ácido nucleico unido a unas proteína. Las principales son las histonas, pequeñas proteínas que tienen la función de permitir que el ADN pueda presentar diferentes grados de empaquetamiento y por lo tanto diferentes niveles de organización.
· Nucleosoma: es el nivel básico de organización del ADN o unidad básica de empaquetamiento.

· En los eucariotas, el estado menos condensado es el formado por una estructura formada por nucleosomas distribuidos a forma de rosario.

· Los siguientes niveles de empaquetamiento, o mayor grado de compactación se consigue por sucesivos procesos de plegamiento de unos niveles de organización para alcanzar otros superiores. El nucleosoma representa el primer nivel, y el cromosoma metafísico el último.

1. A lo largo del ciclo celular el ADN varía desde el estado de cromatina al de cromosoma metafísico. Sin embargo, la cromatina puede presentar a su vez dos niveles de empaquetamiento:

2. Eucromatina: presenta empaquetamiento menor.

3. Heterocromatina: se presenta más compactada.

· El análisis del ADN de una célula eucariótica saca a la luz que no todo el ADN localizado en los cromosamas es destinado a la sintetización de polipéptidos, sino que está formado por:

· 10%. ADN altamente repetitivo: compuesto por segmentos cortos de 10 pb que se repiten millones de veces.

· 20%. ADN moderadamente repetitivo: compuesto por segmentos de unos pocos centenares pares de bases que se repiten más de mil veces.

· 70%. Segmentos de copia única o escasamente repetitivo: los llamados genes estructurales. El conjunto de genes estructurales se llaman genomas. No todo este segmento del ADN es traducido a proteínas, pues existen intercalados unos segmentos no codificados llamados:

· Intrones.

· Secuencias reguladoras: su función es la de marcar los puntos de inicio de la recombinación del ADN, identificar el inicio y el fin de los genes estructurales por parte de las enzimas encargadas de la transcripción o intervenir en la regulación de la expresión génica.

6. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA

Dependiendo de cuando analicemos el contenido celular encontraremos unos u otros tipos de polipéptidos. Esto pone de manifiesto que la expresión génica no es siempre la misma para todos los genes, sino que se activa solo cuando los correspondientes polipéptidos lo necesitan, es lo que llamamos economía celular.

1. La regulación en función del alcance del tiempo lo podemos clasificar en los siguientes tipos:

· Regulación a corto plazo: Está relaciona con el metabolismo celular y provoca cambios en el ADN que alteran de forma pasajera la expresión de los genes. Aquí aparecen implicadas las llamadas proteínas reguladoras  de genes, éstas se unen a un segmento del ADN no codificante que es una secuencia reguladora que se encuentra al inicio del gen a transcribir. Esto impide que el ARN polimerasa pueda unirse al ADN y por lo tanto la transcripción del gen. Estas proteínas pueden realizar esta función gracias a su conformación tridimensional, debido a que las proteínas reguladoras para tomar esta conformación espacial tiene que unirse a otras moléculas denominados correpresores e inductores.

· Correprensores: Son moléculas que al unirse a las proteínas reguladoras toman una forma tridimensional que le permiten unirse a la secuencia reguladora y por lo tanto impedir que lo haga el ARN polimerasa no expresándose el gen.

· Inductores: Son moléculas que al unirse a las proteínas reguladoras toman una forma que no le permiten unirse a la secuencia reguladora, por lo que el ARN polimerasa puede hacerlo, expresándose el gen.

5.1. Regulación de la expresión génica en procariotas: El modelo operón.

Las células procariotas son organismos unicelulares, y por lo tanto la regulación de su expresión génica tiene como misión el adecuar, la síntesis proteica a las necesidades concretas que el medio ambiente le va imponiendo.

El ejemplo más conocido es el modelo operón, como modelo de regulación de la transcripción de los genes de las enzimas que intervienen en el metabolismo de la lactosa.

La bacteria Escherichia coli  puede utilizar como fuente de energía el disacárido lactosa, a través de tres enzimas llamadas (-galactosidad, (-galactosido permeasa, (-galactosido acetiltransferasa. 

La cantidad de moléculas de estas tres enzimas está relacionadas con la cantidad de lactosa que existe en el medio. Así, el incremento de lactosa induce a su síntesis a través del incremento en la expresión de los tres genes de esas enzimas, los conocidos como genes lac. (lac A, lac Z y Lac Y).

Situado cerca de los genes lac se encuentra el denominado gen regulador, que codifica la secuencia de una proteína reguladora llamada represor. Esta proteína reconoce el ARNm enviado por el gen regulador y se une a un segmento del ADN situado justo antes de los genes lac, llamado operador. Esta unión impide que el ARN polimerasa pueda unirse al promotor y por lo tanto la expresión de los genes lac.

Cuando en el medio hay lactosa, las escasas (-galactosidasa (lacZ) transforman la lactosa en alactosa funcionando como inductor. El inductor se une al represor impidiendo que se una al segmento del ADN operador, y así el ARN polimerasa puede unirse al promotor y empezar la transcripción de los genes lac.

A medida que se degrada la lactosa, va desapareciendo el inductor quedando libre el represor y pudiendo nuevamente unirse éste al operador, no permitiendo que el ARN polimerasa pueda unirse al promotor.

(ver dibujo de la pag. 185). Muy bueno.

5.2. Regulación de la expresión génica en eucariotas.

Un ejemplo de la reguación de la expresión génica en eucariotas es el mecanismo de acción de los factores de crecimiento. Este mecanismo desvela que existen unos genes que regulan a los genes estructurales. Estos genes son a su vez regulados por unas sustancias que proceden del exterior de la célula. Estas sustancias son los factores de crecimiento.

Son de carácter peptídico, (en el ribosoma sitio P o pepditil), que inducen a través de la regulación de la expresión de determinados genes a cambios metabólicos relacionados con el crecimiento y la división celular.

· Estos factores entran desde el exterior de la célula a través de la membrana celular al citoplasma. A través de  diferentes síntesis de las proteínas Quinasa 1 y Quinasa 2, actúan sobre unos genes que en función de la respuesta se clasifican en:

· Genes de respuesta rápida: Al actuar los factores sobre ellos, provocan su expresión en un período no superior a 15 minutos. 

· Genes de respuesta lenta: Empiezan a expresarse a partir de 1 hora de la entrada de los factores de crecimiento en la célula. Los genes de respuesta rápida se convierten en genes reguladores, pues codifican la secuencia de proteínas reguladoras que actúan sobre los genes de respuesta lenta o genes estructurales, activando la expresión de los mismos.  

Otro aspecto que diferencia a los eucariotas de los procariotas, es su compleja organización pluricelular, consecuencia de elaborados procesos de desarrollo y diferenciación del organismo que dan lugar a diferentes tejidos, órganos y estructuras.

Estos procesos están también regulados por genes que pertenecen a una familia llamada homeogenes o genes maestros. Ejemplo caso de la mosca Drosophila, en el que una simple mutación en uno de sus genes hizo que apareciera una extremidad donde debía aparecer una antena. 
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