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BN Estructura del ADN: primaria, secundaria y terciaria

M Estructura primaria

La estructura primaria del ADN consiste en la formacién de largas cadenas de polinucleétidos por
unién de desoxirribonucledtidos-5"-monofosfato.

Los nucledtidos se encadenan mediante enlaces éster: el grupo fosfato que se encuentra en posicién
5" de un nucledtido esterifica al grupo —OH situado en posicion 3’ del nucledtido siguiente; de esta
forma se va alargando la cadena por el encadenamiento de nucledtidos en las posiciones 5" — 3" —
5 — 3'..., donde cada molécula del grupo fosfato forma un puente fosfodiéster entre dos molécu-
las de desoxirribosa.

En un polinucledtido se pueden diferenciar dos partes:

¢ El esqueleto de polidesoxirribosa fosfato, que es comin para todas las clases de ADN. En
cada cadena aparece un extremo 5', que posee un grupo fosfato libre unido al carbono 5’ del nu-
cledtido, y un extremo 3', que posee el —OH alcohol en posicién 3" del nucleétido también libre.

e |as diferentes bases, A, C, Ty G, alineadas a lo largo de este esqueleto, constituyen el elemen-
to caracteristico y diferenciador entre las distintas clases de ADN. Aparece aqui, al igual que en
las proteinas, la nocién de secuencia.

Los polinucleétidos de la estructura primaria del ADN difieren entre si en la composicion o en el porcen-
taje de cada una de sus bases y por la secuencia, es decir, el orden de distribucion de los cuatro tipos de
bases (A, G, C, T) a lo largo del esqueleto de polidesoxirribosa fosfato. De este modo, cada molécula de
ADN esté caracterizada por una composicion y secuencia definida de sus bases, y es en la naturaleza
misma de esta secuencia donde reside la informacién necesaria para la sintesis de las proteinas.

M Estructura secundaria

El modelo de la estructura secundaria del ADN en forma de doble hélice dextrogira (forma B), pro-
puesto por Watson y Crick, pone de manifiesto que la molécula de ADN esta formada por dos cade-
nas de polinucleétidos enfrentadas por sus bases y unidas entre si mediante puentes de hidrégeno.

Ahora bien, si te fijas en la cadena del polinucleétido de la imagen superiar, jcémo debe situarse la
otra cadena para que queden enfrentadas sus bases y puedan unirse mediante puentes de hidrége-
no? Las cadenas polinucleotidicas son antiparalelas, es decir, una se encuentra en la direccién opues-
ta a la otra (si una presenta la direccién 5 — 3, la otra posee direccion 3" — 5°).

La estructura secundaria resultante se asemeja a una escalera de caracol, cuyos pasamanos corres-
ponden a los esqueletos de polidesoxirribosa fosfato y los peldafios son los pares de bases enfren-
tadas entre si. Aunque, en realidad, el conjunto se pliega sobre si mismo obligado por los puentes de
hidrégeno entre diferentes regiones de la molécula, hasta adoptar la conformacién méas estable, que
es la doble hélice. En esta estructura destacan las siguientes caracteristicas:
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e E| enrollamiento entre las dos hebras de la doble hélice es dextrdgiro y de tipo plectonémico,
como si estuvieran trenzadas.

e |as secuencias de bases son complementarias, pues existe una correspondencia entre las bases
de ambas cadenas, de tal forma que la adenina solo puede estar frente a la timina (y viceversa) y
la guanina frente a la citosina (y viceversa). Es decir, las bases puricas, que son mas grandes, se
encuentran enfrentadas a las bases pirimidinicas, mas pequefias, y la unién se realiza por puen-
tes de hidrégeno entre los grupos polares de las bases: dos puentes de hidrégeno en los pares
A =Ty tres en los pares G =C.

La correspondencia entre las bases es la causa de que las dos cadenas de la doble hélice de ADN
posean secuencias complementarias, esto es, si una posee la secuencia GATC, la otra cadena tendra
la secuencia CTAG.
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I Estructura terciaria

Tanto en el citoplasma de las células procariotas como en el nidcleo de las células eucariotas debe
resolverse el mismo problema: cémo almacenar grandes cantidades de ADN en un volumen reduci-
do vy, al mismo tiempo, que la informacién que contiene resulte accesible.
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En general, el ADN de los procariotas y también de las mitocondrias y cloroplastos de las células eu-
cariotas, es una doble hélice (excepto en algunos grupos bacterianos, que es lineal). En un principio
se considerd que era «desnudo», pero actualmente se sabe que esta asociado a un pequefio nimero
de proteinas que desempefian un papel fundamental en el mantenimiento de su estructura y en el
empaquetamiento.

El cromosoma bacteriano se pliega como una superhélice en forma de ochos y da lugar a una serie
de bucles que le permiten ocupar un espacio minimo.

En eucariotas el problema consiste en introducir en cada célula, por ejemplo, en una célula humana,
mas de un metro de ADN en el interior de un ndcleo de apenas 10 um de didmetro. Evidentemente
el empaquetamiento debe ser ain mds compacto que en procariotas, y para ello el ADN se asocia
con un tipo particular de protefnas llamadas histenas.
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Empaquetamiento del ADN en bacterias. El cromosoma Nivel de empaquetamiento de «collar de perlas» y es-
de E. coli contiene unos 50 dominios enrollados en su- tructura del nucleosoma.

perhélice que se estabilizan mediante un conjunto de
proteinas a las que se unen.
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La forma compacta que adquiere el ADN unido a las histonas en el nicleo de las células eucariotas
se conoce como crematina, y aunque aparentemente se asemeja a un conjunto de fibras entremez-
cladas y apelotonadas, en realidad esconde una estructura enormemente compleja y ordenada, en la
que se distinguen diferentes niveles de organizacién estructural: nucleosoma y «collar de perlasy, fi-
bra cromatinica o de 30 nanometros, dominios estructurales en forma de bucles radiales, roseton, es-

piral de rosetones y, por dltimo, cromosoma.
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WA Replicacion del ADN

La replicacion del ADN consiste en el desenrollamiento y apertura de la doble hélice, de modo que
cada una de las cadenas actia como molde para que se forme otra cadena que posee una secuen-
cia de nucledtidos complementaria. El resultado es la obtencién de dos moléculas de ADN bicatena-
rio, idénticas a la doble hélice de ADN original, que se repartiran una a cada célula hija. La replica-
cion del ADN se dice que es semiconservativa, pues en la doble hélice de cada célula hija se con-
serva una cadena original de la célula madre (el molde).

La replicacién comienza cuando se forma una burbuja de replicacién, que se extiende y da lugar a dos
horquillas de replicacidn, en las cuales cada hebra de ADN sirve de molde para que se sintetice una
cadena complementaria. Las horquillas se desplazan en sentidos opuestos hasta que se encuentran
en el punto de terminacién. La separacion de las cadenas comienza en un punto concreto denomina-
do origen de replicacion.

Intervienen un conjunto de enzimas: helicasas, girasas y topoisomerasas facilitan el desenrolla-
miento y eliminan las tensiones generadas por la torsion; las ADN polimerasas leen la secuencia
de las cadenas y elaboran dos copias con secuencias complementarias.

Las ADN polimerasas deben resolver dos problemas:

e En primer lugar, solo pueden leer las secuencias de las hebras molde en el sentido 3" — 5’, mien-
tras que las nuevas cadenas se sintetizan y crecen en el sentido 5 — 3'. Por tanto, la hebra del
molde orientada en el sentido 3" — 5’ es copiada de manera continua por la enzima; la nueva ré-
plica, que crece en sentido 5" — 3, recibe el nombre de hebra conductora o lider.

Pero la otra hebra molde, al estar orientada en el sentido 5" — 3', no puede ser lefda en ese sen-
tido. Este problema se soluciona abriendo porciones de la hebra molde suficientemente grandes
que permitan a la enzima ir retrocediendo para leer en el sentido adecuado y asf sintetizar peque-
fios fragmentos de ADN denominados fragmentos de Okazaki. Estos crecen en sentido 5 — 3’
y mas tarde se unen para formar la otra réplica, que se denomina hebra retardada, ya que tar-
da mas tiempo en sintetizarse.

Hebra Inicio de la sintesis Finaliza la sintesis El ADN polimerasa IlI
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el fragmento de Okazaki
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Sintesis de un fragmento de Okazaki.
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e El otro problema planteado se debe a que la ADN polimerasa no puede iniciar por si sola la sin-
tesis de una nueva cadena de ADN. Necesita un corto fragmento de ARN, llamado cebader, que
proporciona extremos hidroxilo 3" libres sobre los que adicionar nuevos nucledtidos. Actla como
iniciador de las réplicas y posteriormente se elimina del ADN formado.
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BN Transcripcion y traduccion

La expresion de los genes transcurre en dos etapas: transcripcion y traduccion.

3.1 Transcripcion

La transcripeion es la primera fase de la expresion génica, durante la cual se transfiere la informa-
cion del ADN al lenguaje del ARN. Este proceso consiste en la sintesis de una molécula de ARN.

En los eucariotas, todos los tipos de ARN se sintetizan en el ndcleo y luego se exportan al citoplas-
ma, a través de los poros nucleares, para que participen en la traduccion.

Para que se lleve a cabo la transcripcion en eucariotas se necesitan tres elementos basicos: una
cadena de ADN molde, ribonucleétidos trifosfato de adenina, guanina, citosina y uracilo, y la enzima
ARN polimerasa II. Transcurre en tres etapas diferentes, seguidas de un proceso de maduracion.

M Iniciacion

La transcripcién comienza cuando ciertos factores de transcripcion activadores (1) interaccionan con
las histonas y desempagquetan la cromatina (2).

Otros factores activadores (3) se unen por una parte a las secuencias potenciadoras (4) y por otra a las
moléculas coactivadoras (5), que acttian de intermediarias para ordenar el correcto ensamblaje de los fac-
tores basales (6) con la enzima ARN polimerasa Il (7). Cuando los factores basales reconocen la secuen-
cia TATA del promotor, secuencia de ADN que controla la iniciacién de la transcripcion, (8) «avisan» a la
ARN polimerasa Il de que el inicio del gen se aproxima.

M Elongacion

La ARN polimerasa Il recorre la hebra molde en sentido 3" — 5', mientras que la cadena del ARNm
transcrito primario continda creciendo en la direccion 5" — 3', a razon de unos 30 nucledtidos por
segundo, transcribiéndose tanto los intrones (secciones del ADN que al final del proceso seran eli-
minadas) como los exones (zonas de un gen que codifican una proteina).

M Terminacion

La transcripcion finaliza cuando la enzima ARN polimerasa Il reconoce la secuencia de finalizacion
TTATTT. En este momento, se separa la cadena de ARNm transcrito primario recién sintetizada de la
hebra molde de ADN.

B Maduracion

La maduracién del ARNm transcrito primario consiste en un conjunto de modificaciones en ambos
extremos de la molécula, en la eliminacion de intrones y en la alteracion de ciertas secuencias codi-
ficantes en algunos ARNm.
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3.2 Traduccion

La traduccion es la etapa que sigue a la transcripcion mediante la cual se descodifica el mensaje
genético que contiene el ARNm para que se sintetice una proteina (cadena peptidica).

El cédigo genético establece las correspondencias entre nucledtidos y aminodcidos, lo que permite
traducir el idioma de los genes al de las proteinas: los aminodcidos estan codificados por palabras
de tres letras, que son tripletes de bases del ARNm, también llamados codones.

Segunda letra
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Cddigo genético.

Los ARN de transferencia (ARNt) son los verdaderos artifices de la traduccion, pues son intérpretes
que se encargan de mantener las correspondencias entre los tripletes del ARNm y los aminoacidos.

M Iniciacion

El primer paso de la traduccién en eucariotas consiste en la construccion del complejo de iniciacién
80 S, que esta formado por un ribosoma unido al ARNm y al ARNt iniciador cargado con el aminoa-
cido metionina (ARNt,Met).

M Elongacion

La elongacion es el proceso catalizado por el complejo enzimatico peptidil transferasa, mediante el
cual los sucesivos aminodacidos que se van afiadiendo a la cadena peptidica, en el seno del riboso-
ma, quedan unidos mediante enlace peptidico.

M Terminacion

La sintesis de la cadena peptidica se detiene cuando, en el momento de producirse la Gltima trans-
locacion del ribosoma, aparece en el sitio A uno de los tres codones de terminacién del ARNm (UAA,
UAG o UGA).
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ion I

Il Textos de ampliac

‘SRl
-0s0q11 SAPEPIUNGNS SOP SB| UBII0SIP 8S
£ ewsejdoyd o ua aiql| epanb ‘ewos
-0qu [ap opiydad |8 esedas as ugloeuIwa}
ap edejys e| ua ‘sA7 ‘owryn sod ‘Kny9 ‘ayd
U] ‘8 *SOPIJBOUIWE SOAIS3INS SO| AP
uoiun ej opiyiwiad uey anb ugrae3uoe ap
S9SB} SELIBA OPILINISUEL) UeY eA opuen)

uglaanpel]

‘epesdap as ‘odwal} 8353
0pLINsUeI) A ‘(Seloy 7 K ojnuiw T a1jua) e}0I
fnu e1paw epIA BUN BUAL) 09IJOLILING WINYY |3

£C ...@ K

...@ s

“Joua)sod
edeja eun ua Jeuiw
-] 9jans as anbune
‘|eUluIB)-N  owal}
-Xa NS U3 BUILONAW
ugasod sepeziajuls
193] seusajoid seq

@.m

epunbas

uonebuoje ap 3
s8se) SeAISaINS l

‘ealp)ydad
BU3PED B[ B OPIOBOUIWE
owny(n ap uoiaeiodiodu|

g ..o 1
Jd@v» ® '

uopeWw.Io) ud
edipidadijod
eusped

3)uedlypod
epuaNdas

*$9J01I8)ue Sase) Sal) se| uajidal as £ 3
01JIS [3P 1., INYY [op epijes e| eaonoid
0pIJBOUILIE 9}UAIPUOASBLI0d NS 0D
0pe3Jed INYY 13218} un 8p epesjus ]
uondunsuey e| ap

uopeUIWLIS)

10 m Unidad 4

© Grupo Editorial Brufio, S. L.



Il Textos de ampliacion [

TRADUCCION

Primera fase: entrada del ARNt-aminoacido.

El ribosoma presenta tres regiones: sitio A, sitio P y sitio E. En el sitio P entra el ARNt unido al primer aminodcido; el sitio A
es el punto de entrada de los demas aminoacil-ARNt; el sitio E es el de salida del ARNt, una vez descargado su aminoécido
a la cadena peptidica.

El sitio P esta ocupado inicialmente por el ARNt;Met, y los sitios A y E estan vacios. En nuestro ejemplo, el triplete siguiente
al de iniciacion es el codon ACU que es la sefial para que se aloje en el sitio A el ARNt;Met, cuyo anticoddn es UGA. En esta
etapa intervienen el factor de elongacion (FE-1), y energia suministrada por el GTP (nucledtido de guanina con funcion energé-
tica).

Segunda fase: formacion del enlace peptidico.

EI ARNr 23 S del complejo enzimatico peptidil transferasa, firmemente asentado en la subunidad grande del ribosoma, cata-
liza la siguiente reaccidn: la metionina, unida con su grupo carboxilo (-COOH) al ARNt, rompe su enlace y se vuele a asociar
mediante un enlace peptidico con el grupo amino (-NHZ) de la treonina, que continda enlazada a su ARNt. El resultado es la
formacicon de un dipéptido (dos aminoacidos, Met-Thr, unidos mediante enlace peptidico) unido al ARNt de la treonina y alo-
Jjado provisionalmente en el sitio A.

Tercera fase: translocacion.

Interviene ahora un segundo factor de elongacion (FE-2) que, utilizando la energia suministrada por el GTF, obliga al ribosoma
a desplazarse exactamente tres nucledtidos a lo largo del ARNm, en sentido 5 —; 3" primero se transloca (cambia de posi-
¢ion) y avanza la subunidad grande del ribosoma, quedando un nuevo coddn en un sitio A libre, y luego lo hace la subunidad
pequefa. Este desplazamiento transloca todo el complejo peptidil-ARNt-ARNm del sitio A al P:

— El sitio P queda ocupado por el péptido en formacion unido al ARNt (Met-Thr-ARNt).

— El sitio A queda vacante y dispuesto a recibir a otro ARNt cargado con su correspondiente aminodcido (ARNtPhe).

— El sitio E queda ocupado con el ARNt; correspondiente a la metionina liberado de su carga. La entrada de un tercer ARNt
cargado con su correspondiente aminoacido provoca la salida del ARNtMet del sitio E y se repiten las tres fases anteriores.

Incorporacion del iltimo aminoacido a la cadena peptidica

Las proteinas recién sintetizadas poseen metionina en su extremo N-terminal, aunque se suele eliminar en una etapa posterior.
El ARNm eucaridtico tiene una vida media muy corta (entre 1 minuto y 24 horas), y transcurrido ese tiempo, se degrada.
Cuando ya han transcurrido varias fases de elongacion que han permitido la unién de los sucesivos aminodcidos: Met, Thr,
Phe, Glu'y, por tltimo, Lys, en la etapa de terminacion se separa el péptido del ribosoma, queda libre en el citoplasma y se
disocian las dos subunidades ribosémicas.
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WA Vectores: plasmidos

Se denominan vectores de expresion los virus o plasmidos que transportan una secuencia de ADN
al interior de una célula huésped, desde donde dirige la sintesis de una proteina determinada. Un
plasmido es una molécula circular de ADN extracromosémico, mucho méas pequefia que el cromoso-
ma. Contiene genes que no son esenciales para el crecimiento y la replicacion de la célula, y se
encuentran en organismos procariotas. Se utilizan en ingenieria genética para la produccion de ADN
recombinante.

Los vectores de expresién mas utilizados son plasmidos especialmente disefiados que contienen, en
una posicién adyacente al gen insertado, una secuencia promotora muy activa. Asi se consigue pro-
ducir a partir de ese gen grandes cantidades de ARNm que puede ser traducido a proteina en la «fac-
toria celular» elegida.

Actualmente se dispone de numerosos vectores de expresion para diferentes tipos de «factorias celu-
lares», lo cual permite obtener facilmente proteinas Gtiles como la insulina, la hormona del creci-
miento y los antigenos virales necesarios para la elaboracion de vacunas. La obtencion de estas pro-
teinas por otros medios resulta méas dificil y costosa.

Cuando se utilizan bacterias o levaduras para obtener proteinas de eucariotas superiores, debe tener-
se en cuenta que aquellas carecen de la maquinaria necesaria para modificar el ARN transcrito de
un gen completo (con intrones, que son regiones del ADN que deben eliminarse en el ARN transcri-
to). Por eso se utiliza el clon de ADN complementario (ADNc) correspondiente que, al proceder de
ARNm, contiene solo la secuencia del gen sin intrones. Los ADNc se obtienen de los ARNm madu-
ros de una célula, por accion de la enzima transcriptasa inversa.

Plasmido vector de expresion
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Escherichia coli

Produccion de la hormona del crecimiento humana en un cultivo de Escherichia coli modificada genéticamente.

En primer lugar, el vector de expresion se trata con una enzima que lo abre (1) y permite la insercién
del ADNc que codifica la proteina que se desea producir (2). De este modo, se obtiene un ADN recom-
binante, que se utiliza para la transformacion de E. coli (3).

Las bacterias transformadas se cultivan en condiciones adecuadas (4), que permiten que el ADNc
insertado se transcriba a ARNm y este a su vez sea traducido obteniéndose la proteina (5).

El Gltimo paso consiste en la purificacion de esa proteina (6), lo cual se consigue rompiendo las bac-
terias que la han producido.
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