REGULACION  DE LA EXPRESION GENICA

(Curso de doctorado Mayo 2000)

La información genética se transmite en la secuencia lineal de DNA. Aunque esto fue descubierto en los años 40 no fue aceptado hasta los 50 por considerar el DNA una molécula demasiado simple. 

¿Cómo una molécula tan simple codifica  la información para un organismo, y como esos mensajes se copian de una generación a la siguiente?. ¿Como se regula  en  un organismo la expresión de unos genes frente a otros ?, ¿Qué es lo que diferencia a unos tipos celulares de otros?.

La capacidad de las células para mantener un cierto grado de orden dentro del caos del universo depende de la información que se expresa, mantiene, replica y en ocasiones mejora por los procesos genéticos básicos (Síntesis de RNA y proteínas, reparación de DNA, replicación, recombinación génica...)

Posibles niveles de regulación de la expresión de genes (Molecular Biology of the Cell, Alberts et al, Garland Publishers, 1994): 
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1. Transcripcional: control de cuando y como se transcribe un gen. 

Es el nivel mas importante en el proceso de la regulación génica.


2. Procesamiento de RNA: controla como el transcrito de RNA se procesa.


3. Transporte de DNA: selecciona que RNAm van del núcleo al citoplasma


4. Transduccional: selecciona RNAm que se van a traducir por los ribosomas.

5. Degradación de RNAm: selecciona la desestabilización de RNAm

6. Nivel de proteína: controla la activación, compartimentalización.

REGULACION TRANSCRIPCIONAL

En el proceso de transcripción  se genera RNA a partir de DNA. La enzima RNApolimerasa  se une al DNA en el promotor y comienza la síntesis de RNA elongando en la dirección 5´-3´. Completa su síntesis en la señal de terminación.

La regulación puede ser simple o compleja pero siempre hay 2 componentes:


-secuencias cortas de DNA doble hélice (10-20 nucleótidos)


-proteínas reguladoras que se unen a DNA. La flexibilidad del DNA permite la unión de proteínas a sitios distantes del sitio de iniciación de la transcripción, con lo que un promotor puede regularse por un número ilimitado de secuencias a lo largo del DNA. 

Maquinaria basal de transcripción

1)Promotor

Región del DNA en la que se ensambla la polimerasa y factores de transcripción.

TATA box. Secuencia rica en A y T, situada a -25bp del sitio de iniciación. La mayoría de los promotores contienen esta secuencia.

2) RNA polimerasas

Son las enzimas responsables del proceso de transcripción. Se distinguen 3 tipos:


-RNA pol I, RNA ribosómico


-RNA pol II, RNAmensajero para ser traducido a proteínas


-RNA pol III, RNA de transferencia

3) Factores generales de transcripción.

En eucariotas se requiere la unión al promotor de proteínas llamadas factores transcripcionales generales, por usarse en la transcripción de todos los genes.

· TFII D con 2 componente TBP ( proteinas de unión a TATA box) y TAFs.

· TFIIB, E, F

· TFIIH posee actividad kinasa (activa RNApol)

Factores de transcripción

Proteínas que interaccionan con secuencias específicas de DNA (actúan en trans),  regulando positiva o negativamente el proceso de la transcripción de determinados genes.  La secuencia  de aminoácidos que se ¨dobla¨ en el motivo determina la secuencia particular de DNA que es reconocido.

Hay varios tipos:

1. Hélice-giro-hélice. Uno de los mas simples y comunes, presente tanto en bacterias como en eucariotas. Son 2 hélices conectadas por una cadena corta de aminoácidos. 

2. Zinc finger (Dedo de zinc). Utiliza 1 o mas moléculas de Zn como componente estructural.

Se distinguen varios subgrupos

- hélice a y lamina b, 1zinc

- 2 helices y 2 zinc (receptores intracelulares. El receptor se activa por la unión de hormona (ej h. tiroidea), lo que promueve su unión al elemento de respuesta activando transcripción). 

3. Leucine zipper (Cremallera).  Las proteínas (helices a) dimerizan formando una Y invertida, alcanzando asi una alta especificidad de unión. Cada hélice se une a una mitad de una estructura de DNA. Ej. Fos, Jun.

4. Hélice-lazo-hélice. Dimerización.

2 hélices conectadas por un loop. Dimeros, homo o heterodímeros.


5. Otros. Rel (ej NFKB), Ets.

Activador (enhancer)

Secuencias de DNA alejadas (a veces miles de pares de bases) del sitio de iniciación que pueden activar la transcripción de un gen a través de la unión de proteínas reguladoras específicas. Modelo propuesto de cómo realiza su acción a distancia: DNA entre promotor y enhancer se curva para permitir las proteínas unidas interaccionar con factores de transcripción generales o la RNA polimerasa.

Control de la transcripción

Regulación positiva  (activación) y negativa (represión). Proteínas reguladoras varían de un gen a otro.


-Activador. Activa el proceso de la transcripción, para lo que requiere un dominio regulador que reconoce DNA y un dominio de activación que interacciona con la maquinaria de transcripción.


-Represor . Inhibe el proceso de la transcripción , se han descrito varios posibles mecanismos:



-unión competitiva con activador



-enmascaramiento de la superficie de activación (unión a dominio de activación)



-interacción directa con f. transcripción generales.

Estructura de la cromatina y control de la expresión génica

El DNA no es una estructura lineal sino estructurado en la cromatina, que consta de varias unidades de nucleosomas (DNA mas octámeros de  histonas) densamente empaquetadas.

¿Como las proteínas reguladoras y factores de transcripción acceden al DNA si es tan compacto?

1-Modelo actual de acetiltransferasas de histonas (HAT) Desestructuración de la cromatina por efecto de la acetilación de histonas.

2-Algunas formas de empaquetamiento juegan un papel crucial en el control de la expresión génica en eucariotas sirviendo para silenciar largas secciones del genoma. 

-LCR (región de control de locus). Controla la expresión de un grupo de genes. Ej genes de las globinas, genes del MHC.

-Heterocromatina. Su formación ocurre por proteínas que se unen regiones cromosomales específicas (telómeros) e interaccionan con histonas. La formación de una estructura inactiva se puede propagar a lo largo de la cromatina regulando así la expresión génica.

3-Estados de condensación de cromatina heredados. Ademas de proteínas difusibles, los estados heredados de condensación de cromatina regulan la expresión génica en eucariotas.

4-Metilación del DNA. Refuerza las decisiones acerca de expresión génica iniciadas por otros mecanismos. En vertebrados el efecto se limita a metilacion de citosina en la secuencia CG. La metilación se hereda en cada progenie debido a la existencia de una metilasa de mantenimiento. La unión de proteínas reguladoras y de factores generales de transcripción cerca del promotor activo previene la metilación por un mecanismo desconocido. Cuando las proteínas no se unen, la metilación tiene lugar y la expresión del gen se inhibe. 
REGULACION POSTRANSCRIPCIONAL

En eucariotas, la separación espacio-temporal de los procesos de transcripción y traducción posibilita un control mas fino de la regulación génica. 

A-Procesamiento de RNA

1 Atenuación. Prematura terminación de la transcripción. El RNA adquiere una estructura que interacciona con la RNA pol y termina la transcripcion. Mecanismo no muy bien conocido, varia en tipos celulares y genes.

2 Splicing alternativo. Procesamiento del RNA mensajer, lo que permite que un gen dado pueda dar lugar a la expresión de varias proteínas. 

3 Transporte del núcleo al citoplasma. RNA se transporta al citoplasma, en donde ocurre el proceso de traducción.

4 Degradación selectiva del transcrito primario.
B-Regulación traduccional

-control de iniciación. Factor de iniciacion regulado por fosforilación. Proteínas represoras de la traducción.


-Degradación selectiva del RNAm


-Acortamiento o alargamiento de la secuencia de poliA 


-Frameshift. Cambio de lectura del codón. (Ej, retrovirus).

TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR Y SU APLICACIÓN EN CLINICA

1. DNA recombinante 

a. Uso de vectores bacterianos (plásmidos). 

b. Detección y separación de DNA, RNA y proteínas  mediante técnicas electroforéticas y de transferencia (Southern, northern y western blot). Uso en diagnóstico de enfermedades.

c. Uso de enzimas de restricción para el diagnostico de enfermedades. 

2. Técnica de PCR (reacción en cadena de la polimerasa), basada en la capacidad de replicación semiconservativa del DNA. Uso clínico en

· diagnóstico de enfermedades genéticas (Ej fibrosis quística, talasemias, etc)

· diagnóstico y seguimiento de procesos tumorales (Ej linfomas)

3. Estudios experimentales: animales transgénicos (inserción de un gen determinado) y Knockout (delección de un gen, con posibilidad de especificidad de célula u órgano).
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