
Procesamiento de mRNA - Splicing.

•Concepto de "split genes"

•En evolución:
	
 -pérdida de intrones (¿evidencias?)
	
 -rápida acumulación de mutaciones en intrones.
	
 -conservación de sitios de empalme: mecanismo universal

•¿Porqué persisten?
	
 - Mayor diversidad con igual número de genes (ribotipo)
	
 -Ventaja evolutiva, nuevas combinaciones de exones producen
	
 nuevas proteínas

RNA processing and the evolution of eukaryotes. Herbert and Rich. 1999. Nature Genet. 21: 265.
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Phillip Sharp 2003
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Splicing ocurre simultaneamente con la Tx
Otros procesamientos: CAP y PoliA.

Remoción de intrones sigue un órden.

Secuencias consenso en sitios de unión y
en el intrón (menos conservado)
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La separación física,
aunque momentánea,
sugiere la formación
de un complejo.
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PRP: Pre-RNA processing

Identificados por mutantes

Actividades de PRPs:
	
 -Unión a RNA
	
 -RNA Helicasas
	
 -Interacciones prot-prot.
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Proteína clave es Prp28
•Participa en la Rxn de intercambio
U1-U6
•Relacionada con DNA helicasas
(unwindase, ATP dependiente)
•Roles:
	
 -desenrrolla duplex U1-preRNA
	
 -desestabiliza prot. que mantienen
	
 duplex U1-preRNA (yuc-1).
	
 -desenrrolla U4-U6.
•Mutante en Prp-28 estabiliza unión U1-5'int

Prp-8: estabiliza duplex U4-U6
yuc-1: estabiliza duplex U1-5'int
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Splicing alternativo:
debe ser regulado.

Necesidades de procesamiento:
•condiciones fisiológicas
•desarrollo embrionario.

Diversidad de proteínas
mediante el uso de "casettes".
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Splicing alternativo

Splicing enhancers: secuencias cis en el RNA

Unen las proteínas (factores trans) SR, ricas en Ser y Arg
	
 Dominio unión a RNA
	
 Dominio de activación (RS)

Paralelos con transcripción: experimentos de Maniatis
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Genes que tienen splicing enhancer-dependientes
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Poliadenilación:  Estabilidad + transporte de mRNA
(Entender la estructura de un gen eucariótico)

RNA Pol II: multiples sitios de término río abajo de la secuencia
AAUAAA (11-30 bases 5' del corte y agregado de poliA.

3' generado por:
-Endonucleasa CF I, CF II
 y CstF (cleavage specificity factor)
-Poli (A) polimerasa (PAP)
-CPSF: une AAUAAA

*Prot NS-1 del virus influenza
secuestra CPSF, PAB II

AAUAAA-------AAAAAAAAAAAAAAAAAAA.... (200)3'

PAB: poly(A) binding protein
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