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FORMACION 5’ CAP

No codificado por la secuencia, es una modificacion
del ARN.

Adiccion de una Guanina metilada al extremo 5’ del
ARN naciente mediante un enlace 5’-5’.

Confiere estabilidad a exonucleasas y facilita Ia
traduccion mediante interaccion con el ribosoma.
Regulado por la CTD ARN polimerasa Il (no presente
en las otras polimerasas) mediante Ser-P (pos 5).
Realizada conforme se transcribe el ARN
(20-40ntdos).
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Tres fases:

Desfosforilacidon: elimina un
grupo fosfato del 5’ extremo
terminal del ARN naciente.

Transferencia de un GTP
mediante en enlace 5’5’

Metilacion de la Guanina en
posicion 7.
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TERMINACION

Codificada por la secuencia de ADN al final del gen,
gue una vez transcrita desencadena:

» Transferencia de las enzimas de poliadenilacién al
ARN.

» Corte del ARN.
> Poliadenilacion.

La cola de la ARN polimerasa Il y su estado en Ia
fosforilacion esta también implicada en esta fase (no
presentes en transcritos de otras polimerasas).
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poly-A signal
sequence in DNA

S
Q:I \ .
< sequence in RNA
5’

RNA

RNA cleavage |\ ad Cstf

poly-A polymerase
(PAP)

La cola CTD de la ARN pol

conforme se llega al final de la

transcripcion lleva dos complejos de

proteinas:

* Factor de corte y poliadenilacion
especifico (CPSF).

* Factor estimulante de corte
(CstF).

La transcripcion de las sefiales de

poliadenilacion hace que se

transfieran proteinas al ARN.

El ARN es cortado vy liberado.
Se libera la proteina estimulante de

corte y se recluta la polimerasa poli-
A (PAP).
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POLIADENILACION

poly-A-binding
profein

addibonal poly-A

binding protein ‘\\

La PAP va anadiendo
adeninas al extremo 3’ (sin
plantilla), a las que se van
uniendo proteinas de unién a
poli-A.

La secuencia poli A no esta
por lo tanto codificada en el
ADN. Es especifica de los
transcritos por la ARN pol II.
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CORTE Y EMPALME DE EXONES:
SPLICING

 Adiferencia de la inmensa mayoria de las bacterias,
los genes eucariotas tienen material genético que no
se traduce (intrones).

promoter
region
_ intron 1 2 3
gDiln: micC I | 'ﬁ ﬁ wﬁ—ﬁ—:
exon 1 p 3 4
ltransoription

noncoding

5' leader region

[ |1 2 3 4 | I
pre-mRNA 5  — N — ] 3

lsplicing

spliced mRNA — K}
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INTRONES

Alta variabilidad en numero y tamano:
Depende de organismo:
Humanos:

Numero: Cero (SOX 4, etc)

Mas de 100 (Tintin).

Tamano: desde pocas decenas

a 800kb.
Levaduras:

Cortos y pocos (uno la mayoria).
Incluso pueden variar segun el gen: splicing
alternativo.

Consecuencia: un gen, multiples proteinas.



SPLICING

Tiene una maquinaria especifica para eliminar
intrones (spliciosome = ayustosoma).

Ha de ser muy exacta, la maquinaria de sintesis de
proteinas lee solo regiones codificantes y no puede
discriminarla de las no codificantes, un solo error en
el corte y empalme generaria un error en la pauta
de lectura.



TIPOS DE SPLICING

Existen cuatro grupos:
* Grupol:
» Autosplicing (ribozimas).
» En pocos genes, Algunos ARNT.
» Intrén liberado lineal.
* Grupolll:
» Autosplicing (ribozimas).
» En pocos genes, Genes de mitocondrias y
cloroplastos (autocatalisis, ribozimas)
» Intrén liberado en estructura de lazo, parecido a
los del lII.
* Grupo lll: Requieren Spliceosoma. Mayoria genes, ARNm.
* Grupo IV: En pocos genes, ciertos ARNt, actuan
ribonucleasas y ligasas. e
: *ﬂ uer (Ll;ni\-crfidatd



Los Splicing del Grupo Il y Ill generan el intron con estructura de lazo,
aunque los del grupo Illl necesitan el spliceosoma.

a pre-mRNA spliceosome b group Il self-splicing C group | self-splicing
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SPLICING TIPO |

GROUP I INTRONS Section JON6, 7 !

3

R4 Introduction 4}

science technologiés S

group lintrons group Il introns  —"enere |

\ 5'exon 3'exon
e i

Objectives:

» Understand the structure of group | introns
P Understand the mechanism of group | self-splicing

» Understand the cyclization of group | introns
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SPLICING TIPO I

GROUP IT INTRONS AND THE SPLICEOSOME Section O3
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(bacterial RNA: contiguous stretch of codons J E—
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SPLICING TIPO Il

En la mayoria de los genes, ARNm.

Requieren Spliceosoma.

Intrones de tamano medio de 3kb, siendo mas
largos que los de autosplicing que rondan 0.4-1kb
en los que gran parte de su estructura es mas
conservada.

Liberan el intron en forma de lazo.



 Los bordes de las uniones exon-intron estan marcados
por secuencias especificas.

e Sitio de Ramificacion (intron).

 Tracto de pirimidinas (C, U).

5" exon intron 3' exon
T I | o

5'“GU8AGU .........A.........[Pytract]AGmg
|

| ! / |
9' splice site branch site 3' splice site

Secuencia consenso (no universal),
Las secuencias mas conservadas de esta estructura se encuentran en

el intron:
5GU ... A... AG 3’ del intréon son las mas conservadas.

* //U/ bm\crsldad 17
> de G



La reaccion intronica se realiza en dos pasos.

5" exon intron 3" exon
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El intron se libera en forma
de lazo (Grupo Il y 1lI).
La adenina tiene 3 enlaces

of intron




SPLICEOSOMA (AYUSTOSOMA)

e Complejo formado por 150 proteinasy 5 ARNs
(tamano y modo de accion que recuerda a la del
Ribosoma).

* Los ARNs ejercen funciones cataliticas, y se conocen
como ARN pequenos nucleares (snRNA), 100-300
bases. U1, U2, U4, U5, U6.

 Los snRNA se unen a proteinas para formar las
proteinas ribonucleares pequenas (snRNPs), que se
agrupan para formar la maquinaria del spliceosoma.



SPLICEOSOMA (AYUSTOSOMA)

e Las proteinas ribonucleares pequenas (sSnRNAs)
tienen principalmente tres papeles en el splicing:
 Reconocimiento de la secuencia 5’ y del sitio de

ramificacion. | _uilly,

I & 2 'wl
QUCAUUCAY
exon 1

5 M GUAAGU 3

(A\ exon 2
5 UACUAC .
exon 1 ‘ /A/ﬁu GAU G\-\\.
5 MM GUAAGU 3 \ u2 )
“GAGACA™ S
AEE—
U6

 Aproximacion de 1as secuencias de ARN. ' sossesoc

7 Ro0COPCOP
@ \c>/ b

e (Catalizan o ayudan a catalizar la reaccion de
corte y empalme.



RUTA DE SPLICING
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@ v CE ~« U2AF se une al tracto de
= — A I o ,

" Pirimidinas y alextremo 3’,
weves | ue Y interacciona con BBP (Branch

< § Point Binding Protein).
T = T

* BBP es sustituida por U2.



RUTA DE SPLICING

- 1y e (Catalisis: U4 se libera del
— R complejo, permitiendo ahora a
U6y U2 interaccionar

- OO>PO0CPOC

: DocCOPCOD -
g \e>/ j:
| > 202

) ¢ Lasiguiente reaccion de union
de 5’ 3’ es ayudada por U5.




Intrones Grupo IV
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Minoritaria, en algunos ARNt.
Eliminados mediante corte enzimatico mediando por

endonucleasa y empalme mediado por ligasas.
Esencial para la maduracion de algunos ARNt que ademas

sufren frecuentes modificaciones postranscipcionales.



SPLICING ALTERNATIVO

Un transcrito primario puede ser procesado por la
maquinaria de splicing creandose diferentes grupos
de ARN maduros, con una diferente combinacion de
exones.

Utilidad: un gen puede dar lugar a multiples
proteinas.



ALTERNATIVAS SPLICING ALTERNATIVO

intron 1 2
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3
ltranscription
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EXON SKIPPING

1 2 3 5 o
spliced mRNA 5' 3' splicing
o troponin T T
primary exon 1 2 3 4 5
RNA S 3
transcript l
spliced mRNA 5' I splicing

B troponin T 1 s 4 o
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REGULACION SPLICING ALTERNATIVO

El splicing alternativo esta regulado por proteinas
gue se unen a regiones de ARN activadoras o
represoras de splicings:

» Exonic/intronic splicing enhancers (ESE o ISE).
» Exonic/intronic splicing silencers (ESS vy ISS).



REGULACION SPLICING ALTERNATIVO

splicing splicing

site enhancer
511 2 5 3
activator
‘\ Y
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unspliced 5 I 3' 5' I 3’ spliced RNA



PROTEINAS RICAS EN SERINA-
ARGININA (SR proteins)

”£ﬂgR SR S’ﬁ\\ ,{qu SR Sé(ix_

\__U2AFgs ((35) YT /ngéj U2AFgs ((35) U1
;// YYYY —AGIEESIGL 7] YYYY AG ﬁ
ESE ESE

| | I |
intron exon intron exon intron

* Proteinas activadoras de Splicing, que se usen a regiones
de ARN exonicas activadoras de Splicing (ESE).

 Reclutan a la maquinaria de Splicing a regiones de
splicing 5" (U2AF) y 3’ (U1).

e Su expresion varia en funcion del tipo celular o el
momento fisiologico.



PROTEINAS RICAS EN SERINA-
ARGININA (SR proteins)

* Presentan dos dominios:
» Unidén a RNA (RNA recognition motiv), amino terminal.

» Dominio Rico en Serina-Arginina (RS), carboxilo
terminal: dominio de unién a la maquinaria de

splicing.



EXTENDED EXON

Splice Site T-large splice site t-small
stop
5'SST codon S5'sst 3'SST
vy
onva (D ) - B

exon 1 2
primary 1 2 1 2
RNA 5 I 1 I I 5 ] | I I 3
transcript l l
mRNA 5’1— - 2— 3 S'Wa'
protein N Cc N C

“t-ag’ “T-ag"

Monkey Virus SV40
5’ sst es elegido frente a5’ SST cuando hay altos niveles de la
proteina SR: SF2/ASF



REGULACION SPLICING ALTERNATIVO

a cell type 1 cell type 2
splicing site +
repressor site
primary RNA /
transcript S 3 S 3
splicing ) repréé-sbr\
machinery /
primary RNA \ 9 V o
transcript S 5 3
\J \ J
spliced mRNA x . Ki 5' I 3 unspliced

Grupo heterogéneo de ribonucleoproteinas nucleares (hnRNP).
Actuan interfiriendo

* Con la maquinaria de splicing (hnRNPI).

 Impidiendo la actividad de las proteinas activadoras de splicing (RS).



CONSECUENCIA EN LAS MUTACIONES
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ADN H1703

E13 43201 ttttctagGT ATGAAGTAGC
43261 GAAGAGgtaa gagtgcattt

477761 tcttggtagG AGGAGGAGGA

E14 47821 GAGGAGAAGA
CACATCATTG

47881

50221
50281
E15 50341
50401

52801
El6 52861
52921
52981

5" exon

ttacccggca
GCGTGTCCCA
CTGAGAGAGT

tgaggtaggg

gcatctgtcc
GAACGGCATC
CACGTACCTC
gtgagtaccc

AGAAGATTCC
Agtaaggggt

cctccatctc
GGCCCTTGCA
GGACAAGCAG

ggtggggagg

ttgcagATCA
CTGGCCGACG
ATGGAGCACA
gctgccagca

TCCGAGGTCT
cctggctttc

AGAGCAGCCG
AGATCCAGAC
cccgacacag

actcccagGA
CGTGGCCTGC
TCAGCGCTTA
ccaccgccac

AAGGTTTGGA
AGATGGGCCT
AACGCATCAA
acatcccaca

intron

GATAGTGAAG
aaggctctca

CAGGCAGCAC
AGCGATGACG
gttgttctgt

ATGCCAAGCA
AGTCCTACTA
TGGTCAATGG
gtagctgcct

GTGGCTGGTG
GGGGAAGACC
TGGGCCCTTC
cgccgctcac

AAAGTGGCTC
gtgcccactg

AGCCTCCCAC
TCTCTGAGGT
gccagcttcc

AGATGTCGAT
TGCCGTGGCC
TGTCCTCAAA

cggtgcaggt

TCCCTGTACA
ATCCAGACCA
CTCATCATCG
acgctcctgt

AGAAGAAGAG
gcagtgactt

CCTGCCCGTG
GGACGCGCGG

tgtgaggtgg

GATGAATATG
CATGCTGTCA
CAGTACCAGg
gttcccaggt

ACAACAACCT
TCGCGCTCAT
TGCCTCTCTC
gtttgtttcc

3' exon

|

9’ splice site

branch site

5'mGueAGU ........./A.u..uu[Pytract]AGmy

3’ splice site



PROTEINA H1703

MSTPDPPLGGTPRPGPSPGPGPSPGAMLGPSPGPSPGSAHSMMGPSPGPPSAGHPIPTQGPGGYPQDNMHOMHKPME SMHEKGMSDDP
RYNOMKGMGMRSGGHAGMGPPPSPMDQHSQGYPSPLGGSEHASSPVPASGPSSGPOMSSGPGGAPLDGADPQALGQONRGPTPENQNQ
LHQLRAQIMAYKMLARGQPLPDHLOMAVQGKRPMPGMQOOMPTLPPPSVSATGPGPGPGPGPGPGPGPAPPNYSRPHGMGGPNMPPPG
PSGVPPGMPGQPPGGPPKPWPEGPMANAAAPTSTPQKLIPPQPTGRPSPAPPAVPPAASPVMPPOTQSPGQPAQPAPMVPLHQKQSRI
TPIQKPRGLDPVEILQEREYRLOARIAHRIQELENLPGSLAGDLRTKATIELKALRLLNFOQROQLRQEVVVCMRRDTALETALNAKAYK
RSKRQSLREARITEKLEKQQKIEQERKRROQKHQEYLNSILQHAKDFKEYHRSVTGKIQKLTKAVATYHANTEREQKKENERIEKERMR
RLMAEDEEGYRKLIDQKKDKRLAYLLOOTDEYVANLTELVRQHKAAQVAKEKKKKKKKKKAENAEGQTPAIGPDGEPLDETSQMSDLP
VKVIHVESGKILTGTDAPKAGQLEAWLEMNPGYEVAPRSDSEESGSEEEEE (EEEEEQPQAAQPPTLPVEEKKKIPDPDSDDVSEVDA
RHITIENAKQDVDDEYGVSQALARGLQOSYYAVAHAVTERVDKOQSALMVNGVLKQYQ) IKGLEWLVSLYNNNLNGILADEMGLGKTIQTI
ALITYLMEHKRINGPFLIIVPLSTLSNWAYEFDKWAPSVVKVSYKGSPAARRAFVPQLRSGKEFNVLLTTYEYITKDKHILAKIRWKYM
IVDEGHRMKNHHCKLTQVLNTHYVAPRRLLLTGTPLONKLPELWALLNFLLPTIFKSCSTFEQWENAPFAMTGEKVDLNEEETILIIR
RLHKVLRPFLLRRLKKEVEAQLPEKVEYVIKCDMSALQRVLYRHMOAKGVLLTDGSEKDKKGKGGTKTLMNTIMQLRKICNHPYMEQH
IEESFSEHLGFTGGIVQGLDLYRASGKFELLDRILPKLRATNHKVLLFCOMTSLMTIMEDYFAYRGFKYLRLDGTTKAEDRGMLLKTEF
NEPGSEYFIFLLSTRAGGLGLNLQSADTVIIFDSDWNPHQODLOQAQDRAHRIGQOQONEVRVLRLCTVNSVEEKILAAAKYKLNVDQKVIQ
AGMFDQKSSSHERRAFLOAILEHEEQDEEEDEVPDDETVNOQMIARHEEEFDLFMRMDLDRRREEARNPKRKPRLMEEDELPSWIIKDD
AEVERLTCEEEEEKMFGRGSRHRKEVDYSDSLTEKOQWLKAIEEGTLEEIEEEVROQKKSSRKRKRDSDAGSSTPTTSTRSRDKDDESKK
OKKRGRPPAEKLSPNPPNLTKKMKKIVDAVIKYKDSSSGRQLSEVFIQLPSRKELPEYYELIRKPVDFKKIKERIRNHKYRSLNDLEK
DVMLLCONAQTEFNLEGSLIYEDSIVLOSVFTSVROKIEKEDDSEGEESEEEEEGEEEGSESESRSVKVKIKLGRKEKAQDRLKGGRRR
PSRGSRAKPVVSDDDSEEEQEEDRSGSGSEED

(deleted)



E1l0

Ell

E12

35941
36001
36061
36121
36181
36241
36301
3630601
36421

-)

42841
42901
42961
43021

ADN H1299 Y DUP45

gattgccgtg
gcttctggat
gtaaccccca
AAGAAGGACA
ACGGAGCTGG
AAAAAGAA g

tgaagggctg
tgactggcca
tgcttttgta
AGCGCCTGGC
TGCGGCAGCA

tgtgctgggc

gtggcacggc
tgggtgctca
gGCTGAAGAT
CTACCTCTTG
CAAGGCTGCC
ctggcatggt

acccgcgtga
cagacatgca
GAGGAGGGGT
CAGCAGACAG
CAGGTCGCCA

gcccgeccgceg

gctacgcgtg
cattgtgcca
ACCGCAAGCT
ACGAGTACGT
AGGAGAAAAA

ccctcagtgce
ccacattgca
CATCGACCAG
GGCTAACCTC
GAAGAAAAAG

ggtgggatgg

cttcacgtgt
agAAGGCAGA
agcagggttt

aagtgtttgg
CTGGACGAGA
AAGATCCTCA
AACCCGGGgt

gtggcctcag
AAATGCAGAA
cttgtggaag

tctggaggcc
CCAGCCAGAT
CAGGCACAGA

gagttgggcc

ccttgtgggt
GGACAGACGC
tatcaagcta

ctgcaacctc
GAGCGACCTC
TGCCCCCAAA
ttgcattcca

cagggcctga
CTGCCATTGG
gccctaaggce

agtgtcacac
CCGGTGAAGG
GCCGGGCAGC

gatgcagtgg

ccgtgtctct
GCCGGATGGC
gttggtctgt

gaatgactct
TGATCCACGT
TGGAGGCCTG
ggatccaagt

gagcagccgt
ctctatttcc
GAGgtgagga
ttcagacttt

ttttcagCCT
GGAGAGTGGG
GCTCGAGATG

cctcggtggg



ARN H1299

ATGTCCACTCCAGACCCACCCCTGGGCGGAACTCCTCGGCCAGGTCCTTCCCCGGGCCCTGGCCCTTCCCCTGGAGCCATGCTGGGCCCTAGCCCGGGTCCCTCGCCGGGCTCCGCCCACAGCATGATGGGGCCCAGCCCAGGGC
CGCCCTCAGCAGGACACCCCATCCCCACCCAGGGGCCTGGAGGGTACCCTCAGGACAACATGCACCAGATGCACAAGCCCATGGAGTCCATGCATGAGAAGGGCATGTCGGACGACCCGCGCTACAACCAGATGAAAGGAATGGG
GATGCGGTCAGGGGGCCATGCTGGGATGGGGCCCCCGCCCAGCCCCATGGACCAGCACTCCCAAGGTTACCCCTCGCCCCTGGGTGGCTCTGAGCATGCCTCTAGTCCAGTTCCAGCCAGTGGCCCGTCTTCGGGGCCCCAGATG
TCTTCCGGGCCAGGAGGTGCCCCGCTGGATGGTGCTGACCCCCAGGCCTTGGGGCAGCAGAACCGGGGCCCAACCCCATTTAACCAGAACCAGCTGCACCAGCTCAGAGCTCAGATCATGGCCTACAAGATGCTGGCCAGGGGGC
AGCCCCTCCCCGACCACCTGCAGATGGCGGTGCAGGGCAAGCGGCCGATGCCCGGGATGCAGCAGCAGATGCCAACGCTACCTCCACCCTCGGTGTCCGCAACAGGACCCGGCCCTGGCCCTGGCCCTGGCCCCGGCCCGGGTCC
CGGCCCGGCACCTCCAAATTACAGCAGGCCTCATGGTATGGGAGGGCCCAACATGCCTCCCCCAGGACCCTCGGGCGTGCCCCCCGGGATGCCAGGCCAGCCTCCTGGAGGGCCTCCCAAGCCCTGGCCTGAAGGACCCATGGCG
AATGCTGCTGCCCCCACGAGCACCCCTCAGAAGCTGATTCCCCCGCAGCCAACGGGCCGCCCTTCCCCCGCGCCCCCTGCCGTCCCACCCGCCGCCTCGCCCGTGATGCCACCGCAGACCCAGTCCCCCGGGCAGCCGGLCCAGL
CCGCGCCCATGGTGCCACTGCACCAGAAGCAGAGCCGCATCACCCCCATCCAGAAGCCGCGGGGCCTCGACCCTGTGGAGATCCTGCAGGAGCGCGAGTACAGGCTGCAGGCTCGCATCGCACACCGAATTCAGGAACTTGAAAA
CCTTCCCGGGTCCCTGGCCGGGGATTTGCGAACCAAAGCGACCATTGAGCTCAAGGCCCTCAGGCTGCTGAACTTCCAGAGGCAGCTGCGCCAGGAGGTGGTGGTGTGCATGCGGAGGGACACAGCGCTGGAGACAGCCCTCAAT
GCTAAGGCCTACAAGCGCAGCAAGCGCCAGTCCCTGCGCGAGGCCCGCATCACTGAGAAGCTGGAGAAGCAGCAGAAGATCGAGCAGGAGCGCAAGCGCCGGCAGAAGCACCAGGAATACCTCAATAGCATTCTCCAGCATGCCA
AGGATTTCAAGGAATATCACAGATCCGTCACAGGCAAAATCCAGAAGCTGACCAAGGCAGTGGCCACGTACCATGCCAACACGGAGCGGGAGCAGAAGAAAGAGAACGAGCGGATCGAGAAGGAGCGCATGCGGAGGCTCATGGC
TGAAGATGAGGAGGGGTACCGCAAGCTCATCGACCAGAAGAAGGACAAGCGCCTGGCCTACCTCTTGCAGCAGACAGACG.

AGGCAGAAAATGCAGAAGGACAGACGCCTGCCATTGGGCCGGATGGCGAGCCTCTGGACGAGACCAGCCAGATGAGCGACCTCCCGGTGAAGGTGATCCACGTGGAGAGTGGGAAGATCCTCA
CAGGCACAGATGCCCCCAAAGCCGGGCAGCTGGAGGCCTGGCTCGAGATGAACCCGGGGTATGAAGTAGCTCCGAGGTCTGATAGTGAAGAAAGTGGCTCAGAAGAAGAGGAAGAGGAGGAGGAGGAAGAGCAGCCGCAGGCAGC
ACAGCCTCCCACCCTGCCCGTGGAGGAGAAGAAGAAGATTCCAGATCCAGACAGCGATGACGTCTCTGAGGTGGACGCGCGGCACATCATTGAGAATGCCAAGCAAGATGTCGATGATGAATATGGCGTGTCCCAGGCCCTTGCA
CGTGGCCTGCAGTCCTACTATGCCGTGGCCCATGCTGTCACTGAGAGAGTGGACAAGCAGTCAGCGCTTATGGTCAATGGTGTCCTCAAACAGTACCAGATCAAAGGTTTGGAGTGGCTGGTGTCCCTGTACAACAACAACCTGA
ACGGCATCCTGGCCGACGAGATGGGCCTGGGGAAGACCATCCAGACCATCGCGCTCATCACGTACCTCATGGAGCACAAACGCATCAATGGGCCCTTCCTCATCATCGTGCCTCTCTCAACGCTGTCCAACTGGGCGTACGAGTT
TGACAAGTGGGCCCCCTCCGTGGTGAAGGTGTCTTACAAGGGATCCCCAGCAGCAAGACGGGCCTTTGTCCCCCAGCTCCGGAGTGGGAAGTTCAACGTCTTGCTGACGACGTACGAGTACATCATCAAAGACAAGCACATCCTC
GCCAAGATCCGTTGGAAGTACATGATTGTGGACGAAGGTCACCGCATGAAGAACCACCACTGCAAGCTGACGCAGGTGCTCAACACGCACTATGTGGCACCCCGCCGCCTGCTGCTGACGGGCACACCGCTGCAGAACAAGCTTC
CCGAGCTCTGGGCGCTGCTCAACTTCCTGCTGCCCACCATCTTCAAGAGCTGCAGCACCTTCGAGCAGTGGTTTAACGCACCCTTTGCCATGACCGGGGAAAAGGTGGACCTGAATGAGGAGGAAACCATTCTCATCATCCGGCG
TCTCCACAAAGTGCTGCGGCCCTTCTTGCTCCGACGACTCAAGAAGGAAGTCGAGGCCCAGTTGCCCGAAAAGGTGGAGTACGTCATCAAGTGCGACATGTCTGCGCTGCAGCGAGTGCTCTACCGCCACATGCAGGCCAAGGGC
GTGCTGCTGACTGATGGCTCCGAGAAGGACAAGAAGGGCAAAGGCGGCACCAAGACCCTGATGAACACCATCATGCAGCTGCGGAAGATCTGCAACCACCCCTACATGTTCCAGCACATCGAGGAGTCCTTTTCCGAGCACTTGG
GGTTCACTGGCGGCATTGTCCAAGGGCTGGACCTGTACCGAGCCTCGGGTAAATTTGAGCTTCTTGATAGAATTCTTCCCAAACTCCGAGCAACCAACCACAAAGTGCTGCTGTTCTGCCAAATGACCTCCCTCATGACCATCAT
GGAAGATTACTTTGCGTATCGCGGCTTTAAATACCTCAGGCTTGATGGAACCACGAAGGCGGAGGACCGGGGCATGCTGCTGAAAACCTTCAACGAGCCCGGCTCTGAGTACTTCATCTTCCTGCTCAGCACCCGGGCTGGGGGG
CTCGGCCTGAACCTCCAGTCGGCAGACACTGTGATCATTTTTGACAGCGACTGGAATCCTCACCAGGACCTGCAAGCGCAGGACCGAGCCCACCGCATCGGGCAGCAGAACGAGGTGCGTGTGCTCCGCCTCTGCACCGTCAACA
GCGTGGAGGAGAAGATCCTAGCTGCAGCCAAGTACAAGCTCAACGTGGACCAGAAGGTGATCCAGGCCGGCATGTTCGACCAGAAGTCCTCCAGCCATGAGCGGCGCGCCTTCCTGCAGGCCATCCTGGAGCACGAGGAGCAGGA
TGAGAGCAGACACTGCAGCACGGGCAGCGGCAGTGCCAGCTTCGCCCACACTGCCCCTCCGCCAGCGGGCGTCAACCCCGACTTGGAGGAGCCACCTCTAAAGGAGGAAGACGAGGTGCCCGACGACGAGACCGTCAACCAGATG
ATCGCCCGGCACGAGGAGGAGTTTGATCTGTTCATGCGCATGGACCTGGACCGCAGGCGCGAGGAGGCCCGCAACCCCAAGCGGAAGCCGCGCCTCATGGAGGAGGACGAGCTCCCCTCGTGGATCATCAAGGACGACGCGGAGG
TGGAGCGGCTGACCTGTGAGGAGGAGGAGGAGAAGATGTTCGGCCGTGGCTCCCGCCACCGCAAGGAGGTGGACTACAGCGACTCACTGACGGAGAAGCAGTGGCTCAAGGCCATCGAGGAGGGCACGCTGGAGGAGATCGAAGA
GGAGGTCCGGCAGAAGAAATCATCACGGAAGCGCAAGCGAGACAGCGACGCCGGCTCCTCCACCCCGACCACCAGCACCCGCAGCCGCGACAAGGACGACGAGAGCAAGAAGCAGAAGAAGCGCGGGCGGCCGCCTGCCGAGAAA
CTCTCCCCTAACCCACCCAACCTCACCAAGAAGATGAAGAAGATTGTGGATGCCGTGATCAAGTACAAGGACAGCAGCAGTGGACGTCAGCTCAGCGAGGTCTTCATCCAGCTGCCCTCGCGAAAGGAGCTGCCCGAGTACTACG
AGCTCATCCGCAAGCCCGTGGACTTCAAGAAGATAAAGGAGCGCATTCGCAACCACAAGTACCGCAGCCTCAACGACCTAGAGAAGGACGTCATGCTCCTGTGCCAGAACGCACAGACCTTCAACCTGGAGGGCTCCCTGATCTA
TGAAGACTCCATCGTCTTGCAGTCGGTCTTCACCAGCGTGCGGCAGAAAATCGAGAAGGAGGATGACAGTGAAGGCGAGGAGAGTGAGGAGGAGGAAGAGGGCGAGGAGGAAGGCTCCGAATCCGAATCTCGGTCCGTCAAAGTG
AAGATCAAGCTTGGCCGGAAGGAGAAGGCACAGGACCGGCTGAAGGGCGGCCGGCGGCGGCCGAGCCGAGGGTCCCGAGCCAAGCCGGTCGTGAGTGACGATGACAGTGAGGAGGAACAAGAGGAGGACCGCTCAGGAAGTGGCA
GCGAAGAAGACTGA




PROTEINA H1299 Y DUP45

Proteina aberrante: 583aa

MSTPDPPLGGTPRPGPSPGPGPSPGAMLGPSPGPSPGSAHSMMGPSPGPPSAGHPIPTQGPGGY PQDNMHOMHK PME SMHEKGMS DDPRYNQMKGMGMRSGGHAGMGPPPSPMDQH
SQGYPSPLGGSEHASSPVPASGPSSGPQMSSGPGGAPLDGADPOALGOQONRGPTPFNONQLHQLRAQIMAYKMLARGQPLPDHLOMAVQGKRPMPGMQQOMPTLPPPSVSATGPGP
GPGPGPGPGPGPAPPNYSRPHGMGGPNMPPPGPSGVPPGMPGQPPGGPPKPWPEGPMANAAAPTSTPQKLIPPQPTGRPSPAPPAVPPAASPVMPPQTQSPGQPAQPAPMVPLHQK
QSRITPIQKPRGLDPVEILQEREYRLQARIAHRIQELENLPGSLAGDLRTKATIELKALRLLNFQRQLRQEVVVCMRRDTALETALNAKAYKRSKRQSLREARI TEKLEKQQKIEQ
ERKRRQKHQEYLNSILQHAKDFKEYHRSVTGKIQKLTKAVATYHANTEREQKKENERIEKERMRRLMAEDEEGYRKLIDQKKDKRLAYLLQQT DE NN

B soor
Aberrante




EDICION DEL ARN

La secuencia del ARN puede alterado post-
transcripcionalmente (ademas de por splicing) por diversos

sistemas de edicién de ARN.
Existen muchos ejemplos, estudiaremos dos de ellos:

» Desaminacion especifica de sitio.

» Insercidon/delecidon de Uridina dirigida por RNA de guia.



O

DESAMINACION

NH, 0

cytidine
NZ~

deaminase N
Ag) === 1]

N O)\N
Es un proceso enzimatico
mediante el cual la Citosina se

le quita un grupo amino vy se
convierte a Uracilo.

Adenosine Deaminasa Actin on RNA

NH2 (0

\ N
ADAR </ ‘ N
'
C6 deamination
/ N N)

—Ribose— —~Ribose—

Adenosine (A) Inosine (I)

Es un proceso enzimatico
mediante el cual la Adenosina
se le quita un grupo amino y se
convierte a Inosina (parecida a
G, se empareja con C).



DESAMINACION de CITOSINA

codon 2,153
within exon 26
pre-mRNA - | | || | i CAA| K}
mMRNA m caa ki
transport to liver trgnsport t'q mtestnqe _
(no editing) (site-specific deamination)
CAA — UAA
[ o7 .V W - UAA ________________________Kj
STOP
translation l l translation
glutamine
N« Cc N:¢ C
4,563 aa protein 2,153 aa protein

Gen de |la Apolipoproteina B (metabolismo de lipidos)
Especifica de Tejido.



ADICION DE U POR RNA DE GUIA

Proceso poco frecuente, dado en los ARNm

mitocondriales de protozoos.

Mediado por el ARNg, de 40-80ntdos, que presentan 3

regiones:

 De anclaje (5’): Dirige al ARN a la posicion donde
editar

 De Edicion: Determina donde la U se insertara en la
secuencia a editar

3’ Una secuencia de poly-U.

unedited RNA &' GAGAACCU

guide RNA 3 [polyy U CUAACAUAUGGA
L I

ediing anchor
region




EDICION POR RNA DE GUIA

= site of U insertion

mRNA 5] GAGUAUACCU
i

gRNA 3 [poly-UlCUAACAUAUGGA
L J
editing anchor

region (region of

homology)
5 GAGUAUACCU
3 [poly-UlCUCAUAUGGA
AA
endonuclease
cuts at mismaitch
3 5'

5'] GA GUAUACCU
+ EIEEEIRE. ER

ly-U
[ poly ]CUAACAUAUGGA

uTP Us addqd, guided by
base pairing with gRNA

uu editing region

Fiis
5' GA  GUAUACCU

3 ly'UlCU: -:CAUAUGGA
[ poly-U] AA

ligase joins §' to 3’
ends of message

5 GAUUGUAUACCU
3 [poly-UICUAACAUAUGGA

@

@

(afiadido 2 U previamente
por un proceso parecido)

Anillamiento de la
secuencia, corte por una
endonucleasa del ARNm
opuesto a las A no
apareadas

Adiccidon de U mediante la
3’ Terminal Uridil
Transferasa (TUTase), una
vez ahadidas, los
fragmentos se unen por la
Ligasa.



EDICION POR RNA DE GUIA

szﬁme 5@ GAGAACCT 3
l La adicion de 4 U
e R i cambia la pauta de
RNA : e lectura, a un nuevo
editing 2UUU marco que creara una
l proteina funcional
T G K AT . cuando sea traducido.
l | Il J J
l Si no se edita el ARNm,
v B no se formaria la
protein DR CHE proteina funcional.



TRANSPORTE DE LOS ARNm AL
CITOPLASMA

Las moléculas pequenas difunden entre el nucleo o
el citoplasma.

El transporte de compuestos de entidad (ARN o
moléculas >50KDa) se realiza de forma activa y muy
controlada a través de los poros nucleares.

Evita que intrones y otros ARN inapropiados viajen
al citoplasma.



Hay alrededor de 2000
poros en el nucleo celular
(media, depende del tipo

et membrane,~__ g celular y del estado
7 \ fisiolégico).
Nucleolus
Nucleoplasm _J" “-\______ bb )
b~ Apertura de 120nm.
poe et TN | Compuestos por 30

L R i, iy proteinas diferentes, en
Ribosomes &~ 7 77 7 1o .
/ multiples copias.

Nuciear p

Ejercen un papel
fundamental, permitiendo
gue los ARNm maduros
puedan viajar al citoplasma
donde son traducidos.



(A)

Cytoplasm

Fibril
Outer nuclear Spoke ring
assembly
membrane /

\ AR \ [ /[ /- Central
1 I W ( - transporter
/\ ‘ ‘ (uplugn)

Inner nuclear

) membrane
Nuclear ring

Nuclear cage

Nuclear
basket Nucleus



TRANSPORTE DE LOS ARNm AL
CITOPLASMA

Algunas de las proteinas que se unen a los ARNm
durante el proceso de transcripcion, elongacion,
terminacioén y splincing son retenidas formando
complejos de riboproteinas.

Existen proteinas que provocan preferencia en el
transporte del ARN al citoplasma (SR) o la impiden
(hnRPNs), pero la seleccidon se hace en funcion del

conjunto de proteinas a las que estan acomplejadas a
este.



TRANSPORTE DE LOS ARNm




Splicing is required for mRNA export

Exon Intron Exon
Splicing Las pr-oltemas pertenecientes al complejo
de uniodn a los empalmes de exones
_ O (Exon-Junction Complex, EJC), ejercen un
| N papel fundamental en el transporte de los
Protein binds splicing complex ARNM

Protein remains at exon—exon junction

Cuando la maquinaria de splicing elimina
un Intron quedan proteinas en el sitio de
empalme de exones, que reclutan a otras
L y constituyen el EJC.

Complex (EJC) assembles at exon—exon junction

ff?”ﬁl El complejo de EJC juega varias funciones,
_,L_ .
entre ellas el transporte de los mensajeros
EJC binds proteins involved in del nucleo al citoplasma.

RNA export, localization, decay



REF and TAP are key
proteins in mRNA export

REF (Aly) protein is part of EJC

%

REF
Transport factor TAP/Mex binds to REF

TAP/Mex )

f

TAP/Mex takes mRNA through nuclear pore

o

Nucleus
RERRERRRRERREREREEY P AHRRRRRRRERARRRRRRE
SELBLEUBELBEELELEEREP || “BERLEREEEEBERELLEEL
TAP/Mex released . Cytoplasm

%’

Dentro del EJC, las proteinas REF/
Aly juegan un papel fundamental
en el transporte de los ARNm al
citoplasma.

Las proteinas REF interaccionan con
las proteinas TAP/Mex que guian
los ARNm al poro nuclear.

Los complejos ARNm-proteinas son
transportados activamente por el
complejo del poro nuclear.



