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FISIOLOGIA GENOMICA

Nucleo y material genético
Expresion genicay
sintesis de proteinas



EL NUCLEO. DEFINICION E IMPORTANCIA BIOLOGICA

« Es un corpusculo, normalmente en posicion central pero puede hallarse
desplazado por los constituyentes del citoplasma, (caso de las vacuolas
en las células vegetales).

* Rige todas las funciones celulares.

» Es el portador de los factores hereditarios.

Membrana

Gomitiie AT TR « Entre el ndcleo y el citoplasma
existe una relacibn  muy
estrecha y dependen el uno del
otro de tal manera que ninguna
de las dos partes puede
mantenerse viva mucho tiempo
separada de la otra.




ENVOLTURA NUCLEAR

La envoltura nuclear son dos membranas, con un espacio perinuclear o
intermembranoso en medio de 200 a 300 A, que se continda con el

Reticulo Endoplasmatico.

Unidas a la membrana nuclear interna
se encuentran proteinas fibrilares (del
tipo de los filamentos intermedios) que
funcionan como esqueleto del nucleo
(lamina nuclear), que interviene en la
desorganizacion y reorganizacion de
las membranas nucleares al comienzo
y al fin de la division celular.

Las dos membranas de la envoltura se
interrumpen por los poros nucleares,
que comunican el interior del nucleo
con el citoplasma, pero el paso de
sustancias entre los dos es un proceso
muy selectivo.
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NUCLEOLO

« El nucléolo contiene el aparato enzimatico encargado de sintetizar los diferentes
tipos de ARNT.

« Durante la division del nucleo el nucléolo desaparece y cuando los cromosomas
se vuelven a desespiralizar, se forma de nuevo, a partir de unos genes que
contienen informacion para la sintesis del ARNn. Son las llamadas Regiones

Organizadoras Nucleolares de los cromosomas (NOR)
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Estructura de la cromatina.

La cromatina esta formada por la fibra de cromatina de 100 A (collar de
perlas), que a su vez esta formado por la fibra de ADN de 20 A (la
doble hélice) asociada a unas proteinas llamadas histonas. Las
histonas son proteinas basicas (ricas en lisina y arginina), lo que les
permite unirse a la molécula de ADN (con carga negativa debido a los
residuos fosforicos) independientemente de la secuencia de
nucledtidos.

DNA H1 histone

Hay dos tipos de histonas:

U nucleosomales (H2A, H2B, H3 y
H4) que tienen de 102 a 135
aminoacidos

U no nucleosomales (H1) que son
mas grandes (223 aminoacidos).

Core of 8 Histone Molecules

Nucleosome

> Nucleosome
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CROMOSOMAS

En los periodos de division celular cromatidas
(Mitosis o Meiosis), la cromatina da
lugar a unas estructuras denominadas
cromosomas, visibles con microscopio.

Antes de iniciarse la division celular se .
produce la duplicacion del ADN vy - centromerc
aparecen dos fibras de ADN idénticas,
fuertemente replegadas sobre si mismas
denor,nlnadas cromatidas, unidas por el bandas brazo
centromero.

Teldmero: secuencia de ADN repetitivo
en los extremos del cromosoma, que lo
protege, se acorta en cada division
celular y por ello se relaciona con el
envejecimiento.

constriccion
secundaria

satelite




Secuencias repetitivas focali los Telo meFOS/

~_extremos de los cromosomas de eucariotas

(los procariotas no porgue son circulares): Secuencia
tienen unas 6-10 kilobases, y consisten de repetida
- - 5'
thes 200 > Iepcliciones de Uy TTEEEE TTEEEE TTEEEETTEEEG!
secuencia rica en G, en los vertebrados es T |||. AR R+
TTAGGG AAcccc 4 GGCCETTGEEE
3’ 5’ 3’

I Sin los telomeros, los cromosomas son inestables y pueden
combinarse con otros cromosomas

1 Protegen al cromosoma de la degradacion
| Permiten la replicacion completa de cada cromosoma

'] Posicionan a los cromosomas dentro del nucleo

Se acortan un poco luego de cada division : =
: : S e ) 4 3
celular, lo que implica un limite de divisiones y es / \\
v vAATCCCMTCCCAATCCCW
responsable del envejecimiento. \ \IRGCGTIAGORTIACES
N ’,/
En celulas que se dividen mucho existe la enzima N #
\\x\ __,///‘
telomerasa que se encarga de alargar los s Jekomeres con thousends of repéats
of the six nucleotide saquence TTAGGG

telbmeros.



NUumero de cromosomas.

« El numero de cromosomas de cada especie es constante. El conjunto
formado por los cromosomas de una especie, representados de forma

fotografica, constituye su cariotipo.

Dentro del cariotipo se distinguen:

cuerpo.

de menor tamafo).

Cromosomas somaticos o
autosomas, que son comunes a los
dos sexos y estan implicados en el
desarrollo de las caracteristicas del

Cromosomas sexuales: Son los que
determinan el sexo del individuo. Son
el cromosoma X y el Y (generalmente

b)

centromero

cromatidio
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Material genético cumple tres funciones:
1) almacena informacidn, 2) replicacion y herencia,
3) expresion genética-funcion celular

Renlicacis Dogma central de la biologia molecular
eplicacion

Retrotranscripcion

» Lareplicacion y la transcripcion implican los pasos generales de iniciacion,
elongacion y terminacion, con polaridad 5'a 3’

» Requieren grandes complejos de iniciacién con multiples componentes

En el ARN, U remplaza a T, como base complementaria de A

* En la sintesis de ARN no esta involucrado un iniciador

Solo una pequefia porcion del genoma se transcribe a ARN, en tanto el

genoma completo debe copiarse durante la replicacion de ADN.

» En la sintesis de proteinas luego de la traduccion sigue el procesamiento
para darle su funcionalidad.




La replicacion de los cromosomas eucarioticos
ocurre una vez por ciclo celular

li \ )
fray Daughter
ol cells ~—~=
— " \ \ “w' Go

Bz / Chromosome
S decondensation,
re-formation of

Chromosome  nuclear envelope,
condensation, cytokinesis
nuclear envelope
(.;2 breakdown,
chromosome
segregation

Ya O\ Sister
( v chromatids
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DNA synthesis

Relacion ;:

» Inicia Replicacion DNA

 Cuando inicia debe

terminar

« Elfinal de la replicacion

Célula inicia division celular

No hay division celular hasta

gue se complete la replicacion

Posible sefial Division



Replicacion en eucariotas

Iniciacion de la replicacion: Se caracterizan por multiples sitios de union,

seleccion de sitios por mecanismos epigenéticos.

-ORC (origin recognition complex), se une complejo.

-Ensamblaje del complejo de pre-replicacion (pre-RC) formado por ADN mas
proteinas MCM con funcion helicasa.

-Después de la fase S del ciclo celular la fosforilacion de MCM vy proteinas para
iniciar la replicacion, y la MCM helicasa se mueve con la horquilla de

replicacion.

[lopoi%nmcrnsu ]

RPA, proteina de
union a hebra

sencilla

| helicasa |

horquilla de
replicacion

| direceion de avance




. El replisoma: horquilla de replicacion
macrocomplejo compuesto por la

ADN-pol, una helicasa (que separa
las dos hebras de ADN rompiendo
los enlaces de hidrégeno), un

complejo gamma que coloca
proteinas en la hebra retardada de | & g

ADN para estabilizarla y evitar que Replication
renaturalice con la continua; y unas fork movement
proteinas que mantienen el resto
unidas entresi.

Helicase
Primase

RNA primer
Single-stranded

Polymerase Il
DNA-binding proteins

dimer
RNA primer

Okazaki
fragment

N2 sliding &2
.~ clamp

Lagging
strand

THE CELL, Fourth Edition, Figure 6.10 © 2008 ASM Pross and Sinauer Assc



El mismo genoma, pero
funcion distinta

o -

FIBRA MUSCULAR HEPATOCITO

:COMO ES POSIBLE?
MEDIANTE PATR_ONES B = REG.UlAle(')N GENlCA




Expresidon genética: Sintesis de proteinas

« Transcripcion
v Iniciacion
v Elongacién
v Terminacion
(en el nicleo)

« Traduccion
v Iniciacion
v Elongaciodn
v Terminacion

(en el citoplasma)

GEN : UNIDAD DE TRANSCRIPCION

it

~ PROMOTOR TERMINADOR
ADN _ EXON1 [INTRON| Exonz | INTRON | Exons _
TRANSCRIPCION REGION TRANSCRIPTA
Wi 4
Cap : A 4
l Q\ ; y A
pre-ARNm »| exont1 |intron| Exonz | mnTrRon | Exons [AA A
l \\ 5' \ 7 ‘\3'

PROCESAMIENTC Capping \ ;- S 2
& MADUPACION 7 1 | | p Poliadenilacion
I I/ Splicing
' A
ARNm o AAAAAAAAA %
v ap =
maduro o }_/‘ _AUG UbAz 'f colz pol-A
region 5'no P region 3 no
¥ codficante | codificante
TRADUCCION '
Prokns 8008000000800
exremo extremo
N-terminal C-termina



Transcripcion:

- Mecanismo celular donde informacion genética
contenida en el ADN es transferida a una molécula
de ARN.

- Mediante la polimerizacion de nucledtidos a lo largo de

una cadena molde de DNA.
- La sintesis de ARN esta catalizada por la ARN
polimerasa.
En los eucariotas sucede en el nicleo.

incia . Cadena
La transcripcidon del DNA es un mecanismo fundamental para el P
control celular y para la expresion de la informacion genética. “(‘::‘A

ARM-polinerasza ll .
IMICLACIOR

A0

PR =— lADICION DE L& CAPERLZA
SI

h

ALARGAMEMNTO
caperuza &'

+ Gppp : .
L l FIrALLE AR

caperuza o'

+ G
| PR
caperuzs o'

Adicion de Pali &,
ARM-polimerasa |l

La transcripcion es asimétrica: solamente se
trascribe para cada gen una de las dos cadenas
del ADN. La cadena trascrita se llama
codificadora, y la cadena de ADN que no se
transcribe se denomina estabilizadora



NIVELES DE LA EXPRESION GENICA EN EUCARIONTES

Las diferentes posibilidades de regulacion de la expresion génica en
organismos eucariotas son:

Diferentes niveles de regulacion genética

1. Nivel de cromatina o genémico

Nucleus
Tran Mg 100 lactor
2. Nivel transcripcional - oA, Regulacién
amk 354; ! - xr"m;.?:: transcripcional
Enhancer ““':fﬁ:’_ 5 g SheR ==
. . . e — RNA transcript
3. Nivel postranscripcional "4 Regulacién
AAAA post-transcripcional
l RNA splicing Sphcing
. . AAAN MRNA
4. Nivel traduccional
Cyloplasm
— mMRNA
5. Nivel postraduccional o [ 7 depion
micrnRNA 1-10 25 \\\ [ahibition of WACORNA
precursor nucloutide RNA translation
/ \

Una regulacidn precisa y oportuna (activar y desactivar genes, ajustar la
velocidad de la expresion) permite regular la diferenciacion celular; que
las células respondan eficazmente a los cambios



1. CONTROL GENGNHQ&o\pre-transcripeion/al *

Solo una fraccién de los genes se llega a expresar en cada una de las diversas clases

de células.

Se basa en interacciones ADN-proteinas y se controla el acceso a las secuencias

génicas del ADN.

-metilacion del DNA, los residuos de desoxicitidina silencian la expresion.
Es un mecanismo de control epigenético ej impronta

-acetilacion de las histonas (impulsa la expresion de los genes) y la
desacetilacion tiene el efecto contrario (inhibe la expresion génica)

Ejemplos menos frecuentes;
-Reordenamiento: se
transcribe el gen que se ha
creado, eliminando varias
secuencias de DNA que
separan la informacion que es
necesaria para la sintesis del
producto génico
-Amplificacion o deleccion
selectiva de fgenes (ocurre en
las primeras fases del
desarrollo)

(a) Repressor-directed histone deacetylation

Rpd3 Deacetylation
. Sin3 of histone
( N-terminal tails
Umeé yos
[ \ / g / \Ac /"Ac \Ac fﬂ t /\
- DBD

’-/’\/)"/’\/j’///“’"q-

)) — Histone/g = \ } —
octomer Ao AL A

(b} Activator-directed histone hyperacelylallon

Hyperacetylation
of histone
N-terminal tails

Gcn4
v AAc "
Ac Ac Ac : My BE ac ¢
EAC Ac jy A‘i\c Ac \\'Ac»:cj/ K ] t 2

i F G )?EE hzfm K:gc} 1%




Mecanismos Epigenéticos

Cambios de la expresion de nuestro ADN sin que se modifique |a secuencia genética E p ige n ética .
Epigenctics Herencia que no esta codificada en
el ADN.
N no codificantes .r . .
Modificaciones de la expresion

genética que no dependen de la
informacion almacenada en el
ADN, sino de factores ambientales
(dieta, ejercicio, contaminacion).

DNA Methylation

Metilacion IncRNA, miRNA,

Fosforilacidon SiRNA I‘IismOS de reguIaCién

DNA

Hissone methylation

modifications

Metilacion del ADN: silencia la 1 ) - © @

expresion. Explica la impronta
p, : P P x- = =) 3@@%

genomica

Chromosome @ methylated cytosine base Transcription
© unmethylated cytosine base

s histone tail

Chromatin \ M
Messoenger RNA (mRNA)

e~

microRNA (miRNA)

Figura 2.- Modificaciones epigenéticas. httpJ/anpefi.blogspot.com.es/ [Consultado 02/11/2015]



2. CONTROL TRANSCRIPCIONAL

Uno de los modos mas importantes de regulacion de la expresion en eucariontes.
Incluye los promotores, |la presencia de secuencias reguladoras potenciadoras (enhancers)
Se modifica la velocidad y la frecuencia del inicio o de |la elongacion

Activadores
Estas proteinas se unen
a los genes en sitios conocidos
|a interaCCién como intensiﬁcad_ore_g v aumentan Represores
y la tasa de transcripcion Estas proteinas se unen
a series de genes especificos
en sitios conocidos como

entre multiples

, i il iad , di i d
proteinas [ensificador fos niveles do transcripaitn.
activadoras o o
inhibidoras, / sor
. -7 e — ‘7).

mediante su unién a Activasos s

. S,
secuencias o

ifi . L P

espec c.as.de __ 5 Activador s o )
reconocimiento al 260 £ . B S 4

ADN

Polimerasa
de RNA Regic’)n
codificante

G NN
—

Coactivadores
Estas moléculas «adaptadoras»
integran senales de los
activadores y quizas tambiéen
de los represores.

Factores de transcripcion basal
En respuesta a las sehnales de
los activadores, estos factaores
sitdan a la polimerasa de RNA
en el sitio de inicio de la
transcripcion e inician

el proceso de la transcripcion.



Factores de transedpfiéwwes/
/ en la region reqguladora del gen

general
tralfwscription gene
gene regulatory proteins actors regulatory
/ \ — RN’A polymerase |l

proteins

regulatory promoter l
sequence —__>
' RNA transcript

spacer DNA

the gene control region for gene X

Los factores de transcripcion (TF) pueden actuar de dos
maneras:

1) Regulando el acceso a las secuencias de inicio

2) Colaborando con la estabilidad del complejo de inicio



Mensajeros quimicos como factores de transcripcion:

Se sintetizan en multiples actividades neuroendocrinas y ejercen sus efectos
sobre el crecimiento, el desarrollo del tejido y la homeostasis corporal en el
mundo animal. Las diversas acciones de regulacion del desarrollo y funcion
corporal se pueden explicar en términos de vias de regulacion de la
expresion génica.

Por ejemplo, las hormonas esteroideas

of* Testosterona (T)
Steroid ®

e A’ SHBG

V Extracelular
Receptor

é o Cytoplasm

L]

a

e

L)

Nuclewus: = e e ——
, o , ~ Citoplasma_ ——— = = T~
LINNONSENONNMNN NS
GRE/Enhancer Promoter
n
|
: Transcription PSA
s TMPRSS2
~ Promotor Supervivencia
. ll“" Nucleos del crecimiento

———— Figura 1. Mecanismo de accion del receptor de androgenos®



El corte y empalme alternativo: la union de diferentes combinaciones
de exones da lugar a la formacion de mRNA de diferentes proteinas

SPLICING ALTERNATIVO

DNA binding Activation

Pre-mRNA [Ty T 1 EErrerer] NN

( Altemative splicing }

mRNAs (I T |

l"l’ranslah‘on l’l’ranslation

% Sy
Nl VT

Activator




cytoplasmic
RNA-binding
proteins

e

SN N o LRt RN MERLAS W

_____

La exportacion de las moléculas
procesadas requiere la union del
extremo 5 del mMRNA dentro del
hnRNA a la proteina de union a la
caperuza (CBP) y la presencia de
determinadas proteinas que
componen una sefal nuclear de
exportacion.



4. Control traduccional

Edicion del RNA: algunas células cambian las propiedades
codificantes de las moléculas de mRNA recién sintetizadas
(modificacion quimica: se pierde o se afiaden determinadas bases)

Factores de traduccion (proteinas no ribosémicas que ayudan en el
proceso) alteran la tasa global de sintesis de proteinas y/o potencian
la traduccion de mRNA especifico.

Represores de la traduccion, incluyendo microRNAsS

Estabilidad de los ARNm: al modificar la duracion de la vida de los
ARNmM varia la cantidad de proteinas sintetizadas; la duracion es
variable pocas horas hasta un dia; los que tienen colas poli-A cortas
duran menos;



N

Factores de inici

§ GGC CAA UAG A UG L GGC CAA UAG

proteina sintetizandose

aminoacidos

subunidad grande

subunidad pequeiia

AUG CCG GUA GGC CAA LAG

Termination

(c) 1999 Chemis
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Protein-coding region IRE
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Nuclease
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/Centrolar la frecuencia de traduccion

IRP
En ausencia . de Fe..

2G U, S IRP-impide-el.-inicio-de.
c C traduccidn
A-U
T ORF
C-G IRE
%S Ferritina
C{;d-‘a( RP
§- €3
L{?’C FeqSag
x'“i
e En-preencia de Fe.
G IRP.no-se.une-a. IRE,.
9.3 por-lo-que no-se.afecta.
Motivo. IRE el.inicio-de-traduccidn

Gonzalo Claros Dep.Biologia Molecular y Bioquimica
http: //oww. ratrogeno. uma . es/bmbg fav/



5. Control postraduccional

Modificaciones que sufren las proteinas después de su sintesis para poder
ser funcionales, que a su vez sirven para controlar la expresion génica.

El procesamiento de la proteina comprende maduracion en REr, Golgi, citosol
y separacion proteolitica

‘plegamlentO y ensamble de pI’O'[eI,naS Ribosomas  Membranas de organulos  Proteina nativa
I
. , c I8 | )
-cleavage o corte de polipeptidos para Ni“ . cotres |
activar o inactivar -« polipéptido i

H Proteina plegada

-modificacion de proteinas ej fosforilacion, |k
glUCOSldaCK,)n Chaperoninas o

-incorporacion de proteinas en vesiculas secretoras

-tasa de degradacion (turnover) de proteinas



Proteasoma o proteosoma

Complejo proteico cilindrico, encargado de |la degradacion de proteinas en el citosol.
Aquellas no armadas, danadas, plegadas incorrectamente. También para generacion
de péptidos que son reconocidos por el sistema inmune y para regulacién de la vida
celular de las proteinas reguladoras encargadas del ciclo celular.

1. Reconocimiento de la proteina a degradar: ubiquitina, polipéptido corto (76 aa 'y

8,5 kDa) adicionado a modo de etiqueta.
2. Degradacion de la proteina a cargo del proteasoma y liberacion de aminoacidos

Ubiquitin + ATP

PPi + AMP @ i = ” Proteasa t.Prott(?as?l
Ub or Adagtor ipo caspasa_ . ipo tripsina
Receptor z 19S cap N m\.. ‘9/
& ' (
L - ) <] ;s7> i3
>—< bR | 20 3 Y ow Q
l‘ "y _’4;__}) core .9.: “6) - IH/
@El E2 af bt a WVl s T
. & | » wvi
vk A . 3 \
>—< , ~ I
Proteina % 19S cap Proteasa

@ £3 £3 poliubiquitinada | ] tipo quimotripsina
Y
_ —
‘? J I S
@ @ } \, Oligopeptides
\

E1: enzima activante, E2: enzima condensante, E3: proteina ligasa.
DUBs: deubiquitinasas (hidrolasas)



Aplicaciones

Ciclo celular, division celular (proliferacion) y diferenciacion celular gj
factores de transcripcion especificos de tejido
En patologia estos mecanismos son importantes en apoptosis, cancer

Diagnostico: en genética molecular se pueden estudiar los SNPs

(single nucleotide polimorphisms, para diagnostico de enfermedades
gue tienen una base genética



Technologies  Data @ ~ Applications

Individual Diagnosis =Ws -
genomics Individualised
(SNPs and ~ Pharmaco- healthcare
‘mutations)  J genetics :

; Gene Functional Disease
Information Expression - genomics ~ classification
DNA arrays — | - Pharmaco- Molecular
o b | medicine

Molecular
causesof
diseases

Dr. Femando Martin-Sanchez - ISCIll — Jun. 2002 - Madnd



DNA microarray technology

1) Targets are isolated
and labeled

Cancerous
=

1

A
Y‘f; \
&

4

F

4) Hybridized array
is scanned

2) Labeled targets are
combined with array

3) Array is washed after
hybridization™




Mutaciones

Modificaciones en la secuencia de ADN. Se origina por azar. Los organismos estan
expuestos todo el tiempo a gran variedad de agentes que pueden danar el ADN dentro
de las células.

Pueden ser el resultado de:

« Una incorporacion incorrecta de bases durante la replicacion. Errores de las
polimerasas (proofreading, slippage)

* Producto de cambios quimicos espontaneos (tautomeria, despurinizacion
(10000/ciclo), desaminacion de C o0 5-meC)

» Exposicion de agentes quimicos y/o radiaciones; estrés oxidativo

» Inserciones de trasposones/virus. Traslocaciones/recombinacion

Cancer

Dano
DNA Mutacion

Replicacion erronea

Replicacion . _
ﬁ Dafio persistente DNA

Inestabilidad gendmica

Envejecimiento
Normalmente existe-un-balance-entre-el dafo-que-se prodggs] ¥ | feparacion

DNA de este. Si predomina el dafio este se acumula y produce inestabilidad
genética, la cual se refleja en divergencia genética (para evoluciéon) y en mayor
resencia de enfermedades genética, cancer, envejecimiento.

Reparacion



n4 Cas mRNA BA o Edicion genética

CRISPR/Cas9 plasmid
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