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Resumen

El proceso de transcripcién es altamente regulado en el que intervienen la RNA polimerasa y
varios factores adicionales. La enzima RNA polimerasa Il contiene entre 8 y 14 subunidades y es
la enzima que transcribe los RNA que codifican para proteinas. La subunidad mayor de la RNA
polimerasa |l contiene en su regién carboxilo terminal un dominio denominado CTD que consiste
en repeticiones de un heptapéptido, el cual es fundamental para la regulacion de la transcripcion.
El proceso de transcripcion consiste de tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion. A pesar
que la RNA polimerasa Il es una enzima multimérica, no puede reconocer los promotores e iniciar
la transcripcion en forma especifica. Para iniciar la transcripcion en forma especifica requiere de
factores adicionales, denominados factores generales de transcripcion, los cuales se denominan
TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH. Estos factores y la RNA polimerasa Il se ensamblan
sobre el promotor en forma secuencial, o preensamblados con la RNA polimerasa Il. Los genes
son activados en respuesta a sefales fisioldgicas, llevada a cabo por los activadores de la trans-
cripcién, los que se unen a secuencias intensificadoras que estan ubicadas rio arriba del sitio de
iniciacién. Para la activacién de la iranscripcién, ademas de los activadores, se requiere de un
complejo MED, el cual puede encontrarse libre o bien unido al CTD de la RNA polimerasa Il. El
DNA se encuentra compactado dentro del nicleo por histonas, las cuales representan un impedi-
mento fisico para que se forme un complejo de iniciacién sobre el promotor. Existen enzimas que
poseen la capacidad de modificar las histonas, que se denominan acetilasas, las cuales acetilan el
dominio aminoterminal de las histonas, provocando una inestabilidad en el nucleosoma, lo cual
permite que se forme un complejo de preiniciacién de la transcripcion. También existen factores
que son capaces de desplazar los nucleosomas para permitir la unién de la RNA polimerasa Il y
sus factores al promotor.

(Palabras clave: transcripcion, RNA polimerasa Il, mRNA, regulacién de la transcripcion.)

Molecular analysis of genome transcription in eukaryotes

The transcription process is highly regulated and requires RNA polymerase and additional factors.
The enzyme RNA polymerase Il is composed of 8 to 14 subunits and transcribes the messenger
RNA. The largest subunit contains in the amino terminal region a domain which is named CTD.
CTD is composed of repetitions of a heptapeptide sequence which is fundamental for the regula-

Abreviaciones mas usadas:

RNA  : &cido ribonucleico PIC . complejo de preiniciacién
RNAPII : RNA polimerasa Il MED : complejo mediador
CTD . carboxil terminal repeat ATP . adenosin trifosfato

GTFs : factores generales de transcripcion
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tion of transcription. Although RNA polymerase is a multimeric enzyme it is not by itself able to
recognize the promoters and initiate specific transcription. It requires auxiliary factors called the gene-
ral transcription factors, TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF and TFIIH. These factors and RNA polyme-
rase Il are assembled at the promoter site in a step by step fashion or preassembled with RNA
polymerase Il. The genes are activated in response to physiological signals by activators which bind to
the upstream elements of the promoter site. Also for the activation of transcription the MED complex is
required. This can exist in the free form or bound to the CTD of RNA polymerase Il. The DNA inside
the nucleus is compacted by histones to form chromatin, which restricts the access of the transcription
machinery to the promoter site. Enzymes called acetylases are able to modify the chromatin structure
by acetylation of the N-terminal of the histones, producing a weakening in the DNA-histone contacts,
thus allowing the transcription machinery access to the promoters and initiate transcription. There
exists factors which are able to displace the nucleosomes to allow RNA polymerase Il and factors to

form a preinitiation complex on the DNA promoter site.
(Key words: transcription, RNA polymerase Il, mRNA, transcription regulation.)

El nucleo es el compartimento de una cé-
lula eucarionte que contiene la informacion
genética necesaria para que ella se dupli-
que, prolifere o se diferencie. Es en este
compartimento donde se desencadena el
dogma de la biologia molecular, es decir,
donde ocurren los procesos de flujo de infor-
macion génica que permiten que una célula
duplique en su totalidad el acido desoxirribo-
nucleico (proceso de replicacion de DNA),
sintetice una molécula intermediaria de &aci-
do ribonucleico (proceso de transcripcion de
RNA), o bien, procese dicho RNA. Estos fe-
nomenos son altamente regulados, requie-
ren una gran variedad de proteinas para que
se desarrolle cada uno de ellos y constitu-
yen per se la respuesta final a vias de trans-
duccion de sefales, las cuales en conjunto
determinan el estado metabdlico y de dife-
renciacion de una célula en el tiempo. Estos
procesos acontecen en un espacio fisico
que corresponde a una fracciéon insoluble
del ndcleo denominada matriz. Esta estruc-
tura proteica sirve de andamiaje para que
los diversos complejos enzimaticos, polipép-
tidos estructurales o reguladores sean inmo-
vilizados, hecho que determina que los di-
Versos procesos ocurran en dominios
preferenciales y bien definidos.

En el nucleo de la célula eucarionte exis-
ten tres enzimas que transcriben el RNA.
Estas enzimas son denominadas RNA poli-
merasa |, que transcribe los RNA ribosoma-
les, RNA polimerasa Il (RNAPII) que trans-
cribe los genes que codifican para proteinas
y RNA polimerasa Ill que transcribe los RNA
de transferencia.

En esta revisién analizaremos especifi-
camente el proceso que ejecuta la enzima

RNAPII, enzima que esta constituida por 8 a
14 polipéptidos. La subunidad de mayor ta-
mafno molecular (Rpb1) posee una caracte-
ristica sorprendente que repercute en la in-
tegracion de la regulacién del proceso de
transcripcion. Rpb1 contiene en el extremo
carboxilo terminal repeticiones de siete resi-
duos aminoacidicos (YSPTSPS), que varian
en nimero de 27 en levaduras a 53 en ma-
miferos. Cada uno de estos segmentos con-
tiene residuos de aminoacidos que son facti-
bles de ser fosforilados. EI dominio completo
de Rpb1 es denominado CTD (carboxil ter-
minal repeat) y posee, en general, la capaci-
dad de asociarse a una diversidad de poli-
péptidos, entre los cuales encontramos
proteinas que procesaran posteriormente al
transcrito, proteinas reguladoras del proce-
so de biosintesis de mRNA ([co]activadores,
[co]represores) y proteinas que modifican la
cromatina, entre otras. La unién o no unién
entre ellos es regulada fundamentalmente
por el grado de fosforilaciéon de algunos resi-
duos aminoacidicos presentes en cada hep-
ta repeticion contenida en el CTD. Este tipo
de modificacion es reversible, de modo que
la extensién de la fosforilacion del CTD es
un punto de regulacion crucial para el proce-
so global de transcripcién. Entre las otras
subunidades encontramos algunas que se
asocian a Rpb1, especialmente Rpb2, para
conformar el sitio activo del complejo RNA-
Pll, mientras que el resto de las subunida-
des dan fundamentalmente soporte estructu-
ral a la enzima.

RNAPII desencadena la biosintesis de
mRNA cumpliendo con tres etapas funda-
mentales. La primera etapa del proceso es
el inicio, que se caracteriza por el reconoci-
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Figura 1: Configuracion de la RNAPII de eucariontes. Electroforesis en gel denaturante que permite
visualizar las diferentes subunidades polipeptidicas que conforman la RNAPII, segin su tamafo

molecular (kDa).

miento de una regién especifica del gen la
cual se denomina promotor. La secuencia
mas caracteristica de los promotores tipo |l
corresponde a la denominada caja TATA y
se ubica a una distancia bastante regular,
cercana a 30 pares de bases, rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion. La segun-
da etapa, denominada elongacion, conlleva
la biosintesis de una molécula de mRNA, la
cual es acabada en la etapa de terminacion
que coincide con la liberacién de la RNAPII
del DNA molde. Este transcrito primario es
procesado al interior del ndcleo y, una vez
maduro, es exportado al citoplasma donde
sera “leido” y traducido en una proteina
(proceso de traduccion).

A pesar de que la enzima es multimérica,
carece de la capacidad de iniciar el proceso
de transcripcion en forma especifica. En la
ultima década se han hecho enormes es-
fuerzos experimentales que han permitido
identificar aquellos factores proteicos reque-
ridos por la RNAPII para que el inicio de la
transcripcion ocurra en un nivel basal y en
forma exacta a partir del sitio de inicio del
promotor. Es asi como en organismos euca-
riontes tan diversos como humano, rata,
Drosophila melanogaster y levadura, entre
otros, se ha identificado a partir de extractos

celulares un grupo de polipéptidos conser-
vados en estructura y funcion. La RNAPII al
ser suplementada con estos polipéptidos da
inicio especificamente a la biosintesis de un
mRNA. Estos factores son denominados es-
pecificamente segun la siguiente nomencla-
tura: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIF y
TFIIH. Muchos de estos factores contienen
varias subunidades y constituyen en total
cerca de 30 polipéptidos. En forma colectiva
se denominan factores generales de trans-
cripcién (GTFs) y al ser comunes para la
expresion de la mayoria de los genes de
tipo Il, quizéds de todos, se sugiere que la
etapa de inicio es extraordinariamente con-
servada entre diversos organismos euca-
riontes.

La etapa de iniciacion de la transcripcion
se caracteriza por la formacion del complejo
de preiniciacion (PIC), que consiste en un
complejo formado por RNAPIl y los GTFs
unidos al sitio promotor. La forma mediante
la cual se forma el PIC en el sitio promotor
se puede explicar mediante dos modelos: el
modelo secuencial y el modelo de la “RNA-
Pll holoenzima”. El modelo convencional se-
cuencial describe la unién paso a paso de
los diversos GTFs y RNAPII de forma coo-
perativa, es decir, la unién de un factor de
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Figura 2: Modelos alternativos de la formacién del complejo de preiniciacién (PIC). EI modelo con-
vencional secuencial (b), que considera la asociacion secuencial cooperativa de cada uno de los
GTFs y de la RNAPII en el promotor, mientras el modelo de la RNAPII holoenzima (a) contempla que
varios de los GTFs ya estan preensamblados con la RNAPII y su unién al promotor ocurria tan solo
en un paso. Una vez formado el PIC, el TFIIH fosforilard el dominio CTD de Rpb1 a expensas de la
hidrélisis de ATP, evento que coincide con la apertura de la doble hebra del DNA en el promotor. La
RNAPII comenzaré la biosintesis de mRNA, si en el medio existe los sustratos nucledsidos trifosfatos
y el cofactor ion magnesio. En la etapa de elongacién la RNAPIl se encuentra en un estado
hiperfosforilado y el complejo MED es liberado junto con algunos GTFs.

transcripcion favorece la asociacion del si-
guiente. Este modelo esta caracterizado por
una serie de eventos ordenados, que se
describen en detalle en la figura 2. Por otra
parte, el segundo modelo describe que la
RNAPII esta asociada previamente con dis-
tintos GTFs y es capaz de unirse al promo-
tor en un solo paso. De una u otra forma,
una vez establecido el PIC en la region pro-

motora ocurre un fenémeno crucial, que
consiste en la fosforilacion masiva del do-
minio CTD de Rpb1 por el factor TFIIH,
evento que coincide con la apertura de la
doble hebra de DNA. Ocurre en forma con-
comitante el inicio a la biosintesis de
mRNA que requiere tanto de los nucledsi-
dos trifosfatos como del cofactor magnesio
(ion Mg+2).
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Hasta este momento hemos analizado la
expresion génica en un nivel basal, pero de-
bemos estudiar como ocurre el proceso
cuando un gen es activado en respuesta a
una senal fisiologica.

La activacion de la transcripcion en res-
puesta a una senal fisiolégica es llevada a
cabo por los activadores, moléculas que diri-
gen la regulacion de la expresién de un gen
especifico. Este tipo de polipéptidos se une
a secuencias especificas del DNA de la re-
gion promotora, las cuales se denominan
secuencias intensificadoras y estan localiza-
das rio arriba o rio abajo del sitio de inicio
de la biosintesis de mRNA. Los activadores
estan constituidos por diferentes dominios
que incluyen un segmento que se une direc-
tamente a la doble hélice de DNA, el cual
esta separado del otro dominio que actlia
estimulando la actividad del complejo de la
RNAPII. Este tipo de regulador de la trans-
cripcion se clasifica de acuerdo a la compo-
sicién aminoacidica, dado que existen resi-
duos aminoacidicos predominantes en ellos,
tales como: glutamina, prolina e isoleucina,
entre otros. Normalmente estos segmentos,
mas aquellos ricos en aminoacidos de ca-
racter hidrofébico, permiten establecer con-
tactos directos con la RNAPII, los GTFs y
los coactivadores. Todas estas interaccio-

SAGA

MED / SRB

SW1 /SNF

Elementos intensificadores
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nes son de naturaleza dinamica, producto
de las cuales ocurren cambios conformacio-
nales en una proteina o en un conjunto de
ellas. Este tipo de asociaciones reclutaria a
la holoenzima RNAPII a la region del promo-
tor presente en el molde, con la concomitan-
te activacion de la biosintesis de un mRNA
dado.

La RNAPII holoenzima, ademas de con-
tener los GTFs, contiene otros polipéptidos
asociados que conforman el complejo Me-
diador/ SRB (MED), el cual es fundamental
para la respuesta de activacion de un gen.
Este complejo en general puede ser consi-
derado como un panel de control transcrip-
cional, el cual esta integrado por proteinas
activadoras y represoras y responden a mo-
dificaciones que determinan la regulacion de
la transcripcion. EI complejo MED represen-
ta una interfase conservada, entre las pro-
teinas activadoras y la maquinaria de trans-
cripcion basal de genes tipo I, que ya
hemos analizado. Este complejo estaria
constituido por cerca de 20 polipéptidos y
puede encontrarse en un estado libre, o
bien, asociado a la RNAPII a través del
CTD. Al estar asociado al complejo de la
RNAPII ejerce su funcion que es fundamen-
talmente determinar la ocurrencia del evento
de transcripciéon y determinar la frecuencia

RNAP Il

+1
Sitio inicio
Transcripciéon

Promotor

Figura 3: Modelo de la activaciéon de la transcripcién. Los activadores A1, A2 y A3 se unen directamente a
través de un dominio proteico a secuencias especificas en el DNA y por un dominio diferente son capaces de
contactar coactivadores (complejo MED), complejos que modifican la cromatina (SWI/SNF, SAGA), o bien,
componentes de la maquinaria basal de transcripcion (GTFs y RNAPII). El efecto global corresponde al
sinergismo de cada uno de estos eventos por separado, lo que conlleva el aumento en la frecuencia de la
etapa de inicio del proceso de transcripcién. De este modo, el nivel basal de la expresién del gen especifico

es activado en forma regulada en el tiempo.
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del proceso una vez iniciado. Con la infor-
macion que se cuenta hoy en dia, es posible
inferir acerca de la composicion del comple-
jo MED, pudiendo ser que existan subunida-
des especificas para un tipo celular en parti-
cular, o bien, que existan moléculas que
conformen temporalmente el complejo MED
de acuerdo al estado de diferenciacion de
aquella célula.

Por ultimo, existe un tipo de regulacién
global de la transcripcién cuya actividad re-
cae sobre otro blanco diferente a los ya
mencionados. Recordemos que el DNA se
encuentra compactado al interior del nucleo,
es decir, se “enrolla” alrededor de proteinas
denominadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4)
constituyendo lo que se denomina el nucleo-
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soma. Estas unidades se compactan con la
ayuda de otras proteinas para constituir la
cromatina. El nucleosoma representa un im-
pedimento de tipo fisico, por cuanto puede
dificultar el acceso a la maquinaria basal de
la RNAPII, del complejo MED y de los acti-
vadores o represores. Existen algunas enzi-
mas que poseen la capacidad de modificar a
las histonas mediante acetilacion (acetilasas
de histonas), producto de lo cual ellas pier-
den reversiblemente su estructuracion sobre
el DNA. Al hacer estas asociaciones mas
inestables, se cree que se establece un lap-
so en el cual la maquinaria basal de la RNA-
PIl podria competir por la union al promotor,
permitiendo en forma transitoria la expresion
génica. La situacion se restablece mediante

Matriz nuclear

VDRE Promotor +1
RNAPII § GTFs
B)
Promotor
VDR/RXR
T T T e e e e e e e e T e )
C)

Promotor

Figura 4: Modificaciéon de la cromatina y activacion de la transcripcién durante el proceso de
diferenciacién de una célula del hueso. En la primera etapa del proceso la célula del hueso
requiere proliferar, de modo que el gen que codifica para la osteocalcina se encuentra apaga-
do. En (a) se observa el posicionamiento de un nucleosoma sobre el promotor del gen, evento
que impide el acceso de la RNAPIl y los GTFs. En el nivel basal de expresion génica (b)
ocurre el desplazamiento del nucleosoma de la caja TATA, esta conformacion es estabilizada
por proteinas que se unen a la matriz (AML) y determinan que comience la biosintesis del
mRNA en un nivel basal mediante la RNAPII holoenzima. En la etapa de diferenciacién se
requieren niveles altos del gen de osteocalcina. La activacién de la expresién génica (c) se
logra mediante un evento adicional, que corresponde al posicionamiento de un activador VDR/
RXR asociado a vitamina D, a una region rio arriba del promotor en la secuencia blanco
VDRE. Este complejo conlleva la estabilizacion del PIC en el promotor, evento que favorece la
frecuencia de inicio de la transcripcion y aumenta el contenido de mRNA en la célula.
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la funcién de aquellas enzimas con actividad
contraria (deacetilasas de histonas), las
cuales modifican las histonas al estado nati-
vo, logrando la compactacion natural de ese
segmento de DNA modificado inicialmente.
Otro tipo de actividad radica en diversos
complejos polipeptidicos que poseen la acti-
vidad de desplazar transitoriamente los nu-
cleosomas con el objetivo de desplazar el
impedimento fisico y facilitar el paso a la
magquinaria de inicio o de elongacion de la
transcripcién. Estos complejos, como por
ejemplo SWI/SNF, NURF, CHRAC vy otros,
ejercen su actividad en un modo dependien-
te de energia la cual proviene de la hidroli-
sis de ATP. Estos eventos son de naturale-
za dinamica, por cuanto una vez ocurrido el
proceso de transcripcion la organizacion na-
tiva de la cromatina se recupera.

A modo de resumen, hemos querido
ejemplificar lo anteriormente expuesto, me-
diante un modelo de activacién de la trans-
cripcion del gen de tipo Il que codifica para
la proteina osteocalcina en el hueso, duran-
te los procesos de crecimiento y de diferen-
ciacion de este tipo celular.

En una primera etapa la célula crece y
no requiere la expresion de este gen parti-
cular. El promotor se encuentra organizado
en cromatina y para los efectos de expre-
sion basal estd bloqueado fisicamente, si-
tuacion que se representa en la figura 4 par-
te (a). En una etapa siguiente del desarrollo,
se requiere de un nivel basal de la expre-
sion del gen de osteocalcina, como se apre-
cia en la parte (b) de la figura 4, por lo cual
la organizacion de la cromatina en la regién
del promotor se disrumpe permitiendo el ac-
ceso a la maquinaria basal de la RNAPII con
la concomitante sintesis basal del mRNA.
Finalmente, cuando la célula entra en la eta-
pa de diferenciacion propiamente tal, requie-
re de una expresion activada del gen, por
cuanto la proteina determinara el estado
permanente de la célula al interior del orga-
nismo. Esta regulaciéon contempla la reorga-
nizacion de la cromatina en la regién intensi-
ficadora del promotor, produciéndose un
desplazamiento de los nucleosomas lo que
permite que un activador se una a la region
promotora del molde y haga puente con la
holoenzima RNAPII, favoreciendo la estabili-
dad del PIC. Este evento produce una ma-
yor frecuencia de inicio de sintesis del
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mRNA. Si la frecuencia de la etapa de inicio
de la transcripcion aumenta, la cantidad de
mRNA de osteocalcina también aumentara,
fenomeno que puede determinar la mayor
cantidad de proteina al interior de la célula.
De esta manera, se responde en forma re-
gulada a los requerimientos cuali y cuantita-
tivos de una proteina especifica en el hue-
so, que debe ser expresada en una etapa
tardia del proceso de diferenciacion. Me-
diante este ejemplo podemos ilustrar que al
regular la expresion concertada de genes al
interior de una célula, se busca favorecer la
presencia de un conjunto de proteinas que
caracterizara temporalmente una célula y
este conjunto permitird sostener la homeos-
tasis celular, fin Ultimo de todo ser vivo. Cual-
quier desregulaciéon del proceso de transcrip-
cion determinara ya sea la muerte celular, o
bien, la proliferaciéon descontrolada de la cé-
lula, lo cual puede llevar a algun tipo enfer-
medad como, por ejemplo, el cancer.
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