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Resumen: se estudiardn los mecanismos de transcripcion enumerando sus etapas e
importancia. Seran tenidos en cuenta los factores ambientales que influyen sobre los
distintos mecanismos de regulacién, y los demas factores externos influyentes como los
vectores virales.
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INTRODUCCION

El concepto de operdn se fue desarrollando entre los afios 1958 y 1960. Aunque el
concepto tuvo su origen en los estudios fisioldgicos de Monod, fue el genetista Francois
Jacob el que proveyé la percepcidn esencial. Jacob estuvo desarrollando ideas acerca de
la regulacidon del bacteridfago lambda. Lo realizado en lambda y lo realizado en el
experimento PalaMo (Pardee, Jacob, Monod) sobre la regulacidon de la B-galactosidasa
tuvo un importante paralelismo que los llevd a la idea del operdn. Jacob pensé que en
ambos casos un grupo de genes normalmente silenciosos podrian ser gatillados y
volverse a expresar, debido a un Unico gen: i en el sistema lac, y c/ en fago A.

Basandose en esto, Jacob desarrollé la idea de que en ambos sistemas, la
regulacidn estaba basada en un sistema de represién que operaba por un mecanismo
que involucraba solo dos estados, “on” y “off”. Ademas, los genes no existian
simplemente como entidades independientes, sino que existian en un orden mas
elevado, “unidades de actividad” que contenian varios genes sujetos a una expresion
Unica. En fago lambda, este seria grupo de genes involucrados en la produccién viral; en
el sistema lac, serian los genes P-galactosidasa y permeasa. La idea de regulacion

coordinada en lambda llevd al descubrimiento de que la sintesis de B-galactosidasa y
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permeasa (y tiogalactésido transacetilasa cuando ésta fue descubierta) ocurre en una
misma “tasa” después de la adicién del inductor, y que en las mutantes i ocurria la
sintesis constitutiva coordinada de todas las proteinas del sistema Lac.

Con estas ideas y observaciones, Jacob y Monod desarrollaron el concepto de dos
tipos de genes; el estructural, el cual codifica para la sintesis de una proteina; y el
regulatorio, el cual controla la expresién del primero. Los genes regulatorios fueron
postulados para gobernar la expresion de proteinas a través de represores
intermediarios. Jacob y Monod postularon que hay una Unica estructura genética,
sensible a la accion del represor, que estd asociado al grupo de genes estructurales bajo
el control de un Unico regulador. Esta estructura genética fue llamada “operador”.

En 1960, fue publicada la primera proposicidn del concepto operdn (JACOB, PERRIN
y SANCHEZ, 1960). En este modelo, el operén fue definido como “unidades de
transcripcion coordinados por un elemento genético u operador” y “cada operdn estaria,
por intermedio de un operador, sometido a la accion de un represor”. El término
“expresidn coordinada”, fue usado para describir la funcidn regulatoria del operador. Se
postuld que el represor, cuya naturaleza quimica era desconocida, actuaba sobre el
operador.

La historia del ARN mensajero (ARNm) y su papel central en la sintesis de proteinas
ha sido relatado muchas veces. Hacia 1960, el modelo aceptado de la sintesis de proteina
involucraba dos tipos de ARN, soluble (de transferencia) y ribosomal. La demostracion del
papel del ribosoma en la sintesis de proteina, y la presencia de ARN en el ribosoma, hizo
pensar que el molde fuera solo el ARN ribosomal, y que el ADN estaba involucrado en su
fabricacion. Aunque este modelo tenia un considerable soporte experimental,
evidenciaba varias dificultades. Este modelo fue refutado por BRENNER (1961) poco
después. La evidencia directa de la existencia de un ARNm fue obtenida por Brenner y
Jacob usando el fago T4, y por Spiegelman en relacion al fago T2. Asi el término operdn
fue adquiriendo un significado diferente. Hoy, un operdn es definido simplemente como
un conjunto de genes transcriptos en una Unica molécula de ARNm, sin ninguna
explicaciéon respecto al gen operador.

El término promotor fue usado por primera vez en 1964 (Jacob, Ullmann, y Monod)
para explicar la conducta de un grupo de mutantes. La evidencia del promotor se basé en
el aislamiento de ciertas mutantes que tenian una regién eliminada, y aunque estas
mutantes, a su vez, no tenian operador, el operdn entero no fue expresado, esto
implicaba que habia otro elemento que era indispensable, el promotor, el cual era
necesario para la expresion (BECKWITH, 1996). Pribnow en 1975 aislé regiones de ADN
gue quedaban protegidas con la ARN polimerasa después de un tratamiento con DNasa
pancreatica, de esta manera secuenciaron los primeros promotores de fagos como el T7,
A y del operdn lactosa. En la mayoria de los fragmentos habia una secuencia que se
conservaba a unos 10 pares de bases antes del sitio de inicio de la transcripcidon a la que
Pribnow llamé “caja de Pribnow” (TATAAT) (MADIGAN et al., 1997).
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ARN POLIMERASA EN PROCARIOTAS

La ARN polimerasa (ARNP) de Escherichia coli es una enzima multimérica (Fig. 1)
que cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre ribonucledtidos para sintetizar
ARN a partir de un molde de ADN en un proceso denominado transcripcion. Esta enzima
se halla en dos estados, uno conocido como nucleo de la ARNP, y otro como holoenzima
ARNP.

Figura 1. Estructura de la holoenzima ARN polimerasa. El color de las subunidades son: B, amarillo claro;
B’, blanca; a, naranja y azul; w, roja y o, magenta (VASSYLYEV et al., 2002).

El ndcleo de la ARNP esta formado por las subunidades polipeptidicas B, B’, a y w,
estando a presente 2 veces (Tabla 1). La mayoria de las ARNPs bacterianas tienen la
misma composicidon. Las subunidades interaccionan dando a la enzima una forma
caracteristica de pinza de cangrejo con un canal profundo que separa las mordazas de la
pinza. En el interior de este canal se aloja el i6n catalitico Mg'* y se acomoda la doble
cadena de ADN templado. La ARNP cubre una regién de 70 a 80 bp desde la posicion -55
a la +20 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion. Una de las mordazas esta
compuesta por la subunidad B’; mientras que la segunda mordaza esta formada por la
subunidad B. Las subunidades a estan localizadas sobre la pinza, manteniendo las
subunidades B y B’ juntas (las subunidades a reconocen la secuencia “UP” del ADN como
se vera mas adelante). La subunidad w envuelve el extremo carboxilo (C) de B’
(BORUKHOQV et al., 2002; HUERTA, 2004).

El nicleo de la ARNP puede unirse por si solo de manera inespecifica a la molécula
de ADN sin poder iniciar la transcripcion. La union del nucleo a uno de los diversos
factores o origina lo que se conoce como holoenzima ARNP la cual si tiene la capacidad
de iniciar la transcripcion. La unién de o es débil y se disocia facilmente (Borukhov et al.,
2002).
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Subunidades | Tamafio (aa) | Tamafio (kDa) gen Funcién
Requerida para mantener la union entre
a 329 36511 oA Byp. Inte.racuona c.o,n alglfr?as proteinas
regulatorias. También esta involucrada
en la catdlisis.
B Involucrada en la catdlisis: Inicio y
1342 150616 rpoB elongacion de la cadena de ARN.
B 1407 155159 rpoC Involucrada en la unién al ADN molde.
w 91 10237 rpoZ Requerida para elstab|l|zar la asociacion
de B' con .
Requerido para dirigir la enzima al
; | ADN.
G 613 70263 rpoD promotor; separar las cadenas de
Involucrado en el control temprano de la
transcripcion.

Tabla 1. Principales caracteristica de las subunidades que forman la ARNP de E. coli.

MECANISMO DE LA TRANSCRIPCION

La transcripcion se divide en tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion:

Para iniciar la cadena de ARN la holoenzima ARNP debe unirse a regiones
especificas del ADN. Estas regiones se denominan promotores. Sdlo una de las cadenas
de ADN serd transcripta (cadena codificante). Es la orientacién de los promotores la que
determina que cadena serad la codificante (MADIGAN et al., 1997).

El inicio de la transcripcidn puede ser dividido a su vez en: formacion del complejo
promotor, iniciacion abortiva, y escape del promotor (BORUKHOV et al., 2002).

Cuando la ARNP se une al promotor se forma lo que se conoce como complejo
cerrado. Para continuar con el proceso de transcripcion la doble hélice de la secuencia
promotora es separada por la ARNP. La apertura del ADN desnaturalizado donde empieza
a sintetizarse el ARN se denomina complejo abierto. Una vez que se forma una pequefia
porcién de ARN el factor sigma se disocia (Fig. 2) (MADIGAN et al., 1997).

La frecuencia en el inicio de la transcripcion depende de la afinidad de la ARNP por
el promotor; se sabe que esta frecuencia puede incrementarse hasta unas 100 veces
dependiendo de las pares de bases que conforman el promotor (HUERTA., 2004).

La elongacion de la cadena de ARN es realizada por el nucleo enzimatico por si
mismo (Fig. 2). La ARNP se aleja del promotor produciendo pequefios desenrrollamientos
que se cierran tan pronto como pasa la enzima.
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Figura 2. Ciclo del factor o en la transcripcion (Adaptacion de BONOCORA, 2007).

En la terminacion de la transcripcidn el ARN sintetizado se libera del ADN molde y
de la polimerasa. La sintesis de ARN se detiene en secuencias especificas del ADN. Una
secuencia comun de terminacién dependen de un factor (rho) y otras secuencias son
independientes de éste factor. En E. coli, un tipo de terminador de la transcripcién
requiere una proteina llamada Rho que se une al ARN naciente y se mueve hacia el
complejo ARNP-ADN. Cuando la ARNP se detiene en el sitio de terminacién dependiente
de Rho, ésta proteina puede hacer que el ARN y la polimerasa se separen del ADN,
terminando asi la transcripcidn.

Las secuencias que no requieren de un factor de terminacién, tienen una repeticién
invertida con un segmento central no repetido (secuencia palindrémica, de “tallo y
bucle”). Al transcribirse tal secuencia, el ARN puede formar un asa bicatenaria, por
emparejamiento de bases, que desestabiliza el complejo ARN-ADN, obligando a la ARNP a
separarse. Cuando tales estructuras van seguidas de secuencias de uridina (poli U), son
terminadores efectivos de la transcripciéon (MADIGAN et al., 1997).

Mientras que el mecanismo catalitico de la ARNP es conservado entre las ARNPs de
eucariotas, procariotas y arqueas, el mecanismo de inicio de la transcripcion no lo es.
Tanto eucariotas como arqueas cuentan con proteinas y complejos de proteinas no
relacionados a los factores sigma bacterianos para reclutar el nucleo de la ARNP al
promotor (BORUKHOV et al., 2002). Los mecanismos que regulan la expresién genética
en organismos bacterianos les permite adaptarse facilmente a los cambios de su medio
ambiente (HUERTA, 2004).

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

En bacterias se conocen diferentes mecanismos de regulacién de la transcripcion y
todos ellos se ven afectados por el medio ambiente en el que el microorganismo esta
creciendo. A continuacion se describen: control negativo de la transcripcidn, control
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positivo, atenuacion y control global de la transcripcion.

En el mecanismo llamado control negativo, la accién de represores inhibe la sintesis
de ARN mensajero (ARNm). Dentro de este mecanismo puede haber una induccién o
represiéon enzimatica.

Si el producto de la catalisis de una enzima esta presente en el medio y la enzima
no es sintetizada se habla de represién enzimatica. Es el caso de las enzimas implicadas
en la sintesis de aminoacidos (aa), purinas y pirimidinas. Por ejemplo, en la sintesis de
arginina, la enzima Unica a su propia sintesis no es sintetizada en presencia de arginina.
Esto es un efecto especifico, ya que el resto de las enzimas celulares no se ven afectadas
por la arginina.

El fenédmeno de induccién enzimatica es aquel en el cual la sintesis de una enzima
s6lo tiene lugar cuando su sustrato estd presente. Por ejemplo, la enzima [-
galactosidasa, implicada en la utilizacion de lactosa, no se sintetiza si la lactosa esta
ausente. Las enzimas implicadas en el catabolismo de fuentes de carbono y energia son a
menudo inducibles.

La molécula que inicia la induccidn de la sintesis de una enzima se llama inductor, y
una molécula que reprime la sintesis se llama correpresor. No todos los inductores y
correpresores son sustratos o productos finales. Por ejemplo, el isopropiltiogalactdsido
(IPTG) es un inductor de la B-galactosidasa auin cuando no es hidrolizado por la enzima.

El represor de la sintesis de ARNm es una proteina alostérica. Una proteina
alostérica tiene un sitio de unién al sustrato (en este caso ADN), y un sitio donde se une el
efector reversiblemente. La unién del efector cambia la conformacién de la proteina
represora, impidiendo que se una al ADN (cuando el efector es un inductor) o
permitiendo la unién al ADN (cuando es un correpresor).

En el caso de una enzima reprimible, la transcripcién tiene lugar hasta que el
correpresor se une al represor. Este represor alterado puede combinarse asi con una
region especifica del ADN, cerca del promotor, denominada operador blogqueando la
sintesis de ARNm.

La induccién enzimatica también es controlada por un represor. En este caso el
represor es activo en ausencia del inductor. Cuando el represor se combina con el
inductor se inactiva, no puede unirse al operador y la sintesis de ARNm tiene lugar.

Estos mecanismos de represién e induccidon enzimatica garantizan que el
microorganismo no gaste energia para la sintesis de enzimas innecesarias.

En el mecanismo llamado control positivo, una proteina reguladora promueve la
unién de la ARNP, lo que incrementa la sintesis de ARNm. Por ejemplo, la sintesis de las
enzimas para la utilizacidon de la maltosa se controla a nivel de la transcripcidon por una
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proteina activadora (o enhancer). Este activador no puede unirse al ADN a menos que
primero se una a la maltosa.

En estos casos, incluso con el factor sigma, la ARNP tiene dificultades para
reconocer el promotor. La proteina activadora cuando estd unida al ADN, permite a la
ARNP contactar apropiadamente con el ADN, ya sea, causando un cambio en la
estructura del mismo, quizds curvandolo o también puede interactuar directamente con
la ARNP cuando el sitio activador esta cerca del promotor o cientos de bp mas lejos
(MADIGAN et al., 1997).

Otro tipo de control llamado antiterminacién o atenuacion de la transcripcion
implica una interaccion entre el ARNm y un ARN de transferencia (ARNt) especifico para
estabilizar la conformacién de antiterminacion del naciente ARNm transcripto y permitir
que la transcripcién continlde. Este mecanismo se ha encontrado (o hipotetizado),
gobernando la regulacidon de varios operones de biosintesis de aminoacidos y de genes
codificantes de aminoacil-ARNt-sintetasa en varias bacterias Gram positivas. El
transcripto lider no traducido de esos genes u operones adopta estructuras secundarias
notablemente similares entre si, en las que un coddn especifico ocupa una crucial
posicién conservada. Este coddn corresponde al aminoacido del cual el operén es
responsable de la biosintesis, o en el caso de genes codificantes de aminoacil-ARNt-
sintetasa, para el aminoacido que es acoplado al ARNt por esa sintetasa, y esta propenso
a unirse al correspondiente ARNt en una interaccidn coddn-anticodén. Una segunda
posicidén conservada en la estructura secundaria estd reservada para en anti-aceptor que
esta situado en el terminador y es complementario a los cuatro nucleétidos terminales 3’
del brazo aceptor del ARNt. Un ARNt no cargado puede unirse al transcripto lider por
interaccion con la secuencia anti-aceptor, estabilizar la conformacién del antiterminador
y asi promover la expresion del operén o gen. Un ARNt cargado con el aminodcido
(involucrado con el operén o gen que estd siendo regulado) en el brazo aceptor, no
puede unirse al anti-aceptor y estabilizar el antiterminador en el transcripto lider. El
terminador luego adopta la conformacién energéticamente mas favorable y reprime la
expresion del operdn o gen (RAYA, 1998).

Hay mecanismos que operan sobre bases celulares muy amplias conocidos como
sistemas de control global y pueden incluir uno o varios regulones (un regulén es un
conjunto de operones regulados por una misma proteina, ej.: reguldn maltosa). Se
emplea el término estimulén o moduldn para cada uno de éstos grupos de genes.

En uno de estos procesos globales llamado represidon catabdlica, estd inhibida la
sintesis de una gran diversidad de enzimas no relacionadas (principalmente catabdlicas)
cuando la célula crece en un medio de cultivo donde estdn presentes simultdneamente
dos fuentes de energia, una mas facilmente utilizable que la otra, tal como la glucosa.
Esto conduce a un crecimiento diduxico, donde el microorganismo crece primero
utilizando una fuente de energia, seguido de un periodo de latencia, para continuar
creciendo sobre la segunda fuente de energia. La enzima B-galactosidasa es inducible
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pero esta sujeta a represidn catabdlica, por eso, si existe glucosa en el medio, no se
sintetizara.

En la represidon catabdlica estd implicada una proteina activadora alostérica,
llamada proteina activada por catabolito (CAP). La unién de la ARNP solo tiene lugar si la
CAP se ha unido primero. A su vez, CAP, solamente se unird al ADN si su inductor,
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) se ha unido a ella previamente. EIl AMPc es
sintetizado a partir de ATP por la enzima adenilato ciclasa. En presencia de glucosa, el
nivel de AMPc baja y no tiene lugar la unién de la ARNP al promotor (MADIGAN et al.,
1997).

OTROS MECANISMOS DE REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

Muchos virus bacterianos, aunque capaces de realizar un ciclo litico, con frecuencia
pueden entrar en un estado llamado lisogenia, en el que la mayor parte de los genes
viricos no se expresa y el genoma viral se replica en sincronia con el cromosoma celular. A
tales virus se los llama temperados.

Uno de los mejores estudiados es el fago lambda, que infecta a E. coli. El ADN del
fago se circulariza ni bien ingresa a la célula. La sintesis de ARN, usando la ARNP celular,
se inicia en los promotores P, (promotor de la izquierda: del inglés “left”) y Pg (promotor
de la derecha: del inglés “right”) (Fig. 3).

Replicacidn
del ADN

*_ Terminaciones
~ cohesivas (cos)

Genes
tardios

Figura 3. Mapa genético de lambda. att: sitio de fijacion al cromosoma del hospedador. Genes de
especial interes: c/, gen para una proteina represora; Og, operador derecho; Py, promotor derecho; O,
operador izquierdo; P,, promotor izquierdo; cro, un segundo represor; N, antiterminador. El transcripto
principal hacia la izquierda se denomina L1 y hacia la derecha R1. Marcas negras: terminadores de la
transcripcion relacionados con N. R2: transcripto tardio que comienza en un promotor cerca de Q. L2:
transcripto a partir de P;, codifica la proteina represora. O y P codifican para proteinas relacionadas con la
replicacion del ADN de Lambda. int: codifica para una integrasa. y xis una escisionasa (Adaptacion de
MADIGAN et al., 1997).
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Estos producen ARNms cortos que son traducidos en las proteinas N y Cro. La
proteina N es un antitermindor que permite que la ARNP transcriba sin tener en cuenta
secuencias de terminacion especificas. De esta manera los transcriptos a partir de P, y P
son mas largos y se traducen en mas proteinas, que incluyen productos de los genes O, P,
cll y clll. El antiterminador N no es completamente efectivo respecto a la secuencia de
terminacion que precede al gen Q, de modo que sdélo se forma una pequena cantidad de
la proteina Q, que también es un antiterminador. Cuando Q estd en suficiente cantidad
permite la transcripcion de un promotor préximo para sintetizar el transcripto que
traduce proteinas tardias necesarias para construir el virus y producir la lisis. Al mismo
tiempo la proteina Cro alcanza niveles que le permiten bloquear la transcripcién a partir
de P_y Pz mediante unién con O, y O (operador izquierdo y derecho respectivamente)
por lo que no se pueden sintetizar mas proteinas cll o clll.

Estas proteinas son necesarias para que el fago entre en lisogenia y, por lo tanto,
cuando Cro se sintetiza en grandes cantidades el fago se dirige irrevocablemente al ciclo
litico. En los operadores donde se une Cro hay tres sitios similares pero no idénticos. Cro
primero se une al sitio 3, luego al sitio 2, y cuando los dos sitios estan ocupados se une al
sitio 1y se bloquea el promotor (Fig. 4).

Or
4 N

Sitio3  Sitio2  Sitio 1

cl cro E

PM PR PE

Figura 4. Operador derecho (Og) del genoma lambda. La proteina Cro (producto del gen cro) se une a los
tres sitios en el orden: sitio3, sitio2, sitiol. El represor de lambda (producto del gen c/) se une a estos sitios
pero en orden inverso. El promotor Py se transcribe inmediatamente después del ingreso del fago en la
célula. La transcripcion hacia la izquierda a partir de los promotores P; y Py resulta necesaria para
sintetizar el represor Lambda (Adaptacion MADIGAN et al., 1997).

Para que se establezca la lisogenia no se deben sintetizar las proteinas tardias. El
producto del gen cl es un represor de lambda capaz de reprimir la sintesis de todas las
otras proteinas codificadas por lambda y establecer la lisogenia. El promotor que permite
la produccion de ARNm de este gen, se denomina Pg y se encuentra ligeramente a la
derecha del gen cro pero en direccidén opuesta a Pr. A diferencia de los otros promotores
Pe debe ser activado. El gen cll codifica para una proteina activadora de este promotor y a
otro que se requiere para la produccién de una integrasa. La proteina cll es una proteina
temprana, normalmente es inestable en E. coli porque resulta degradado por proteasas
celulares. Si cll se degrada, no hay posibilidad de que el fago siga el ciclo lisogénico. Sin
embargo, ésta proteina puede ser estabilizada por clll del fago si no hay un exceso de
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proteasa del hospedador (o si hay un exceso de clll). De este modo, cll estabilizado
activara Pg y producird la proteina represora lambda.

El represor lambda se une a los operadores O, y Og, como lo hace la proteina Cro
pero en orden opuesto. Es decir, primero al sitio 1, anulando a P_y Pgr. Cuando esto
ocurre, la sintesis del resto de las proteinas de lambda cesa. Sin la proteina Q, las
proteinas tardias no pueden expresarse y lambda no puede desarrollar el ciclo litico. Sin
embargo, cll tampoco se sintetiza en ese caso, por lo que para mantener el estado
lisogénico el gen cl se transcribe a partir del promotor Py,. Este promotor se activa cuando
el represor de lambda se une al sitio 1 y se reprime cuando el represor se une a los tres
sitios. Por lo tanto cl es un represor que también regula su propia sintesis.

Otro mecanismo de transcripcion se observa en el fago T4. El control de la sintesis
de ARNm del T4 esta dado por la produccién de proteinas tempranas que modifican
secuencialmente la ARNP del huésped a fin de que reconozca diferentes promotores del
fago. Algunas proteinas especificadas por el fago, sintetizadas a partir de estos genes
tempranos, modifican covalentemente las subunidades de la ARNP y otras se unen
también a la polimerasa, cambiando su especificidad (MADIGAN et al., 1997).

La proteina temprana AsiA se une al factor o’ del huesped ocasionandole una
modificacidn en su estructura. La holoenzima asi resultante se une a la secuencia —10 del
promotor del ADN. Otra proteina temprana, MotA, se une al extremo C terminal de la
region 4 del factor o y a la secuencia —30 del promotor. Esta apropiacion del factor o le
permite al fago sintetizar las proteinas necesarias para continuar la transcripcion de sus
genes. La transcripcién de los genes tardios requiere de proteinas, codificadas por T4, que
actuan como factor sigma, tales como gp33, gp45 y gp55 (BONOCORA, 2007).

ACTIVIDADES

e Empleando como ejemplo un microorganismo procariota a su eleccién, enuncie
los mecanismos genéticos eficientes que este utilizaria para responder a
condiciones ambientales de oligotrofia y desecacién.

e Describa esquematicamente el proceso de atenuacidn del operdn trp de E. coliy
mencione su importancia.
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