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Representacion y direccionalidad quimica de una
cadena polinucleotidica.

Por convension una secuencia polinucleotidica se
escribe en direccion 5°- 3",



Dogma central de la Biologia Molecular

Formulado por Crick en 1953.

Transcripcion Traduccion
ADN > ARN > Proteina

Replicacion

* Replicacion de retrovirus



Conservacion y Transferencia de la Informacion Genética
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Descripcion general de los cuatro procesos genéticos basicos



Replicacion del ADN

Review
O "Donnell et al.
Principles and concepts of DNA replication in Bacteria, Archaea and Eukarya.

Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 2013



Demostracion experimental de que el ADN se replica mediante un
mecanismo semiconservativo (Meselson y Stahl, 1958)

{a) Predicted results (b} Actual results
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Crecimiento de células de E. coli en medio con **NH, (pesado).Se transfieren a medio con **NH, (liviano) . Se
tomaron muestras y se analizo el ADN por centrifugacion en gradiente de densidad ( separacion en bandas
diferentes los duplex HH, LL y HL). EI ADN se visualizé bajo luz UV. El nimero de generaciones se calcula por
conteo de las células en cada muestra.



| Replication eyes form bubbles

'Nonreplicated Replication eye Nonreplicated
DNA DNA

Appearance

Molecular structure
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En micrografias electrénicas la region que se replica aparece como un 0jo sobre la regidon no
replicada.

El punto de replicacion se llama horquilla de replicacion.



Replication eyes can be uni- or bidirectional

UNIDIRECTIONAL REPLICATION

O
R
I
G
| Replication fork
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’ La replicacion se inicia en regiones
llamadas ORI
Replicated DNA A partir de un origen (ori), la replicacion
Parental DNA puede ser unidireccional o

bidireccional.
BIDIRECTIONAL REPLICATION
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Inicio de lareplicacion. La replicacion seiniciaen los oriy es
generalmente bidireccional

A Bacteria

A. Bacterias. Origin
Poseen un cromosomas circular

con un origen. Dos horquillas

proceden en direcciones opuestas

(replicacion bidireccional)

~ 00
Se

Ej. E. coli
B Eukaryotes

. | | |
B. Eucariotas. Late arigin Origin Origin
Poseen cromosomas VL
lineales largos.
Replicacion bidireccional X o W~
iniciada en multiples ori s
en cada cromosoma. ¢




Replicon
Unidad de ADN en la que ocurre un acto individual de replicacion.

Posee elementos de control: origen (ori) y terminador (en bacterias).

Ejemplos de replicones:

- Cromosoma bacteriano (posee un unico ori)

- Plasmidos (ADN extracromosomal presente en algunas bacterias)
- Virus

- Fagos (virus bacterianos).

- Cromosomas eucariotas ( varios replicones, cada uno con un ori)



Mecanismo general

La sintesis de ADN es semiconservativa: cada hebra parental (templado o
molde) forma una molécula duplex por apareamiento de bases con la hebra hija

La ADN polimerasa necesita una hebra molde como guia y un cebador para iniciar
la replicacion (ARN ~10-12 nt)
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Incoming nucleotide has 5'-triphosphate

Ll Lk La sintesis de ADN procede siempre en direccién
B a s P"_B,ra.w 'ETE“TO(H 3’ .’. 5-3
PPP,#& e Pr,iﬁ iipppidp s Crecimiento de la cadena mediante formacion de
enlace fosfoéster entre O 3” de una hebra creciente

Diphosphate is released when

nucleotide is added to ch'al.n‘ an 3PP y el PO3 D de un dNTP
P.E_,K.ETP_J?_,{Eq OH

La hebra templado se lee en sentido 3°-5




Ambas hebras se sintetizan coordinadamente y en forma simultanea creciendo en
sentido 5°- 3,

Una de ellas se sintetiza en forma continua en igual direccion que la horquilla de
replicacion (hebra conductora) y otra en forma discontinua en sentido opuesto a la
horquilla de replicacion (hebra rezagada) en fragmentos pequefios (Okazaki 1960).

Los fragmentos de Okazaki pueden tener diferente longitud (~1000-2000 nt en
bacterias y ~ 200 nt en eucariotas)

— Point of jolning
S Lag

gging strand

Short RNA primer

Leading strand
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Inicio de lareplicacion en el cromosoma bacteriano

Scoeronmd
templace S o=

El origen del cromosoma de E. coli (ori C)
tiene 245 pb y es rico en secuencias de nt AT.

Tandem array of Binding sites for DnaA protein,
three 13 bp sequences four 9 bp sequences "
BRI <] = = B |
Consensus sequence Consensus sequence
GATCTNTTNTTTT TTATCCACA

Funciones del ori:
Iniciar la replicacion, controlar la frecuencia de eventos .

de iniciacion. \lf.
HU + ATP S
""'J".)f).)\
Proteinas que participan en la iniciacion de la -l‘.’,f v i
. ., A :
replicacion: . =
DnaA: se une al oriC 4@
_ _ LR P
Helicasa (DnaB): desnaturaliza la doble cadena DeaB ,ii,f;.j,:)
Deal -@5 (¥
de ADN DraB helicass Q,ggz
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DnaC: ayuda a cargar la helicasa iz

Prixirg and
TpIatin



Cada cromosoma eucariotico posee varios replicones

o~ —— origenes de replicacion —\
,//-,,, —

direcciéon de movimiento

Los cromosomas eucarioticos de la horquilla
poseen varios ori cada 3-300 kpb A

— ‘. T "\\ ' -
Se activan en tiempos horquillas de replicacién

determinados durante la fase S del
ciclo de division celular

La replicacion es bidireccional

En Saccharomyces cereviciae
(levadura) se han identificado
origenes de replicacion llamados
ARS (autonomous replication
seqguences), ricos en AT con una
region minima de 11 pb.

Proteinas ORC (origin recognition complex)
reconocen el ori. Se asocian a proteinas que
acoplan la helicasa



ADN polimerasas

En bacterias y eucariontes hay varias ADN polimerasas que participan en replicacion
o reparacion de ADN.

Las Replicasas estan involucradas en replicacion.

Requieren de una hebra de ADN molde y un cebador (simple cadena complementaria
a la hebra molde con OH extremo 3” libre)

Las ADN polimerasasposeen acti vi dad3ddey sa?cnttievsiidsa d
3 & {correccion o proofreading).

(dNMP),, + dNTP — (dNMP),.., + PP,
DNA Lengthened
DNA



Las bacterias (E. coli) poseen 5 polimerasas asignadas a diferentes funciones

E. coli has 5 DNA polymerases

Enzyme Gene Function [

< polA major repair @

polB  minor repair enzyme

< polC rephcasD

dinB SOS repair

V' umuD5C  SOS repair
vrtuaRoxt www O_I'gl !C.) com
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ADN Pol |

Descripta por Kornberg 1955. Unico polipéptido PM103 kDa.

- Reparacion de ADN

- Rol accesorio en replicacion (remocion de cebadores y rellenado en hebra
rezagada)

-Posee act-Bdi dadn tutlitadagparala remocion de los cebadores.

Nick translation replaces one strand

Remoci -n de ~10-3rt en5:sentido 56 3:
coordinada con actividad de A A L AL L D
sintesis/proofreading permite el Nick generates 3'-OH, 5'-P groups

reemplazo de un trozo de ADN in vitro, a
partir de una mella (nick traslation).
5 OH P 3
Es la Gnica ADN polimerasa que posee R EUEE NN A RNNSUSUNERERREE W )
estaactividad58 6 exonucl easila
DNA synthesis extends 3' end;

old strand Is degraded



ADN pol Il

Polimerasa principal en la replicacion bacteriana

Formada por varias subunidades (900 kDa)

Core (ooed )
N
: / f,-"‘;__'f" clamp
Unidad catalitica x2 (core): ) | Ij\(;:
Subuni dad RPA)i (mer as a 4 - W
: i /T I____:_——;—_—-___:_"'*;,--—-L
Subunidad Ex&dl¢l easa._ X G >N e
— I}-' I,- -..._‘1__________ — -—_____'. _./"?' _'_I'l:lpen;l
Cada unidad catalitica se une a una hebra ¢/~ i Ran v P
de templado. o WU \ L)
w7 TR
Unidad de dimerizacion (t, tau x 2). DnaB \\H T N
Mantienen las unidades cataliticas unidas helicase . AN
Sy | I .
Unidad de procesividad x2 (b x 2), llamada ( \ X/
g ‘\‘“. e

abrazadera (sliding clamp). Mantiene a la
unidad catalitica unida al templado.

El cargador de la abrazadera (2) (Clamp
loader) acopla las abrazaderas al templado.



Se requieren varias enzimas y factores proteicos parala
replicacion del ADN

Los componentes basicos de la maquinaria encargada de la replicacion del ADN
(replisoma) son comunes en todos los tipos celulares.

Replisoma

Helicasa: desnatualizacion de doble cadena de ADN

Topoisomerasas (girasa): libera tension por delante de horquilla

SSB (proteinas de unidn a simple cadena): estabilizacion de simples cadenas
Primasa: sintesis de cebadores (ARN)

ADN polimerasas: polimerizacion/correccion ADN

Abrazaderas (sliding clamps): aumenta procesividad de ADN pol

Cargador de la abrazadera (clamp loader): carga la abrazadera para sintesis
de cada fragmento de Okazaki

Proteinas accesorias: remocion de primers, ligasas



(a) 5

Modelo del
mecanismo y
proteinas
involucradas
en la
replicacion
en E. coli

DNA topoisomerase 11 Leading strand synthesis

(DNA gvrase) (DNA polymerase I11)
EI

,{"_J"‘\, / ‘ -

3' ] —iir:ﬂtiun fork movement Lagging
T ] ,-_’ strand "
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helicaze
DNA
primase RI‘:I& RNA primer
primer from previous
Okazaki
frapment

DNA replicases have a common set of functions

Helicase
unwinds
L 3 DNA

Previous Okazaki fragment

Connector joins
helicase to two

polymerase units Initiation site

Current for next
DI\:A' pplymgurafste \ Okazaki  Okazaki
catalytic subunits fragment  fragment
Sliding clamp

Primase

surrounds DNA g

Clamp
loader
Arrowhead
1T indicates
3'end
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Each Okazaki fragment is synthesized as a discrete unit

% Primase
w synthesuzes RNA

W extends RNA primer
l into Okazaki fragment

m% Next Okazaki
T T T T T T T T T T T T T T T fragment is
M synthesized

DNA polymerase |
uses nick translation

to replace RNA prime
with DNA

TTTTTTTTTTTTTTTTTeCTTerrrrore A Ligase seals the nick

Evirtualtext www.€rgito.com




Control de lafidelidad de la replicacion
Errores de la ADN Polimerasa:

- Error por cambio del marco de lectura, mejorado por la procesividad de la polimerasa
(tendencia a mantenerse asociada al templado en lugar de disociarse y reasociarse).

-Error por sustitucion de bases, mejorado por la eficiencia de correccidén o proofreading de la
polimerasa.

Actividad exo5n0ucplaeratsiaci3pba en | a r e mo cproofnreading), |

mejora >100 veces la fidelidad de la ADN polimerasa.

Tasa de error de la ADN pol en bacterias es muy baja (~10 -8 10 ° por cada par de bases que se
replican) '
Thumb




Se requieren funciones similares en cualquier horquilla de replicacion

Modelo bacteriano (E.coli), modelo eucariota (Hela/SV40), modelo virus bacteriano (phage T4)

| Replication requires a common set of functions

!

| Function E.coli Hela/SV40 Phage T4

 Helicase DnaB T antigen 41
Loading helicase/primase  DnaC T antigen 59
Single strand maintenance SSB RPA 32

| Priming DnaG Polo/primase 61

' Sliding clamp B PCNA 45
Clamp loading (ATPase) vd complex RFC 44/62
Catalysis Pol lll core  Pold 43

| Holoenzyme dimerization 1 ? 43

| RNA removal Pol | MF1 43

' Ligation Ligase Ligase | T4 ligase

Dvittualiext www,el'gito.oom
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Las topoisomerasas relajan la tension (supercoils) generada delante de la
horquilla de replicacion por el desenrollamiento del ADN.



Replicacion en eucariontes. Modelo de la replicacion en el virus SV 40

(a) SV40 DNA replication fork

Large T-
antigen Pola Lagging strand
Primase

Single-
stranded
DNA

ADN Pol Uprimasa. Sintesis de cebadores mixtos: ~10 nt ARN+ 20-30 nt ADN.
ADN Pol G/ OElongacién de hebra lider (pol 0 y hebra rezagada (pol 0)
Exonucleasas MF1y FEN-1:. Remocion de cebadores de ARN y ADN



La replicacion de los extremos de un ADN lineal doble cadena requiere
adaptaciones

Replication of a 5' end is a problem

5"'“‘;1 4_‘4 ‘"{d T3 113
End of linear DNA 4
How does a new strand E®
..... 3' initiate at the end?
A ¢ f»l
fI H L ? 4 ;" Run off

New strand synthesized 5'-3'

ovictuaitext www.er gltO com

Cuando se elimina el ultimo cebador de ARN de la hebra discontinua no existe una hebra donde la ADN pol.
pueda iniciar la sintesis para rellenar la hebra faltante. Por lo tanto, la hebra hija se acortaria en cada ciclo de

division celular.

El acortamiento de los extremos del cromosoma lineal se soluciona por el agregado de secuencias
teloméricas en los extremos de cada cromosoma.



Los teldmeros permiten que se complete la sintesis de ADN (hebra retrasada)
en los extremos de los cromosomas eucariontes

secuencias teloméricas repetitivas

3
P i ada -— cadena molde

[ SRS ~ O TS .
g~ cadena retrasada recién sintetizada, incompleta
SE UNE LA

TELOMERASA

i — =
LA TELOMERASA
ANADE

REPETICIONES A
LA CADENA MOLDE

direccion de
i sintesis del
teléomero

"

LA DNA POLIMERASA

COMPLETA LA
CADENA RETRASADA

v

RS QR ]

DNA
polimerasa




TelOmeros

Extremos fisicos de cromosomas lineales.

Poseen ~1000 repeticiones en tandem de secuencias cortas de ADN ricas en G
( TTAGGG en vertebrados) en el extremo
Ademas, esta hebra posee una prolongacion de cadena simple de 12-16 nt.

Son sintetizados por la telomerasa que es un complejo de ARN + proteinas. El
ARN sirve de molde para la adicion de nt en el extremo del telomero (ver
esquema).

Los genes humanos que expresan telomerasa son activos en células germinales
e inactivos en la mayoria de los tejidos adultos en los que las células se replican
poco. Estos genes se reactivan en las células cancerigenas ya que éstas
requieren telomerasa para las multiples div. cel. gue originan el tumor.

BuUsqueda de inhibidores de telomerasa como posibles agentes terapéuticos.

Ausencia de telomerasa da lugar a que el cromosoma se trunque gradualmente
durante las sucesivas replicaciones, contribuye a la senescencia de las células.



Replicacion en circulo rodante

Es un mecanismo de replicacion
unidireccional.

Genera multimeros simple cadena.

Ej. replicacion de fagos, plasmidos
conjugativos.

The rolling circle replicates DNA
Template is circular duplex DNA

O

Initiation occurs on one strand

3'-OH : -
5-p Nick at origin

Elongation of growing strand
displaces old strand

@ Growing strand
5.

Displaced strand

After 1 revolution displaced strand
reaches unit iength

Continued elongation generates
displaced strand of multiple unit
leng

xL wWww ergitOoom




Reparacion del ADN

El ADN puede danarse a causa de:

- Escision espontanea en enlaces quimicos del ADN.

- Reaccion con quimicos del ambiente o subproductos del metabolismo celular
normal , ej. especies reactivas de oxigeno (ROS).

- Radiacion UV e ionizante.

- Errores de copiado de la ADN polimerasa.

Todas las celulas poseen multiples sistemas de reparacion del ADN para
mantener la fidelidad con que el ADN es replicado y evitar mutaciones.

Las celulas cancerosas carecen de uno o varios tipos de sistemas de reparacion
del ADN, por lo cual acumulan mutaciones.



Reparacion por escision de bases (REB)

Modificacion espontanea de bases. Ej. desaminacion de 5-metilcitocina (C) para formar timina
(T). Estas lesiones no afectan la replicacion o transcripcion. Si no se repara se genera una
mutacion puntual.

e P

N C—CH, Daamination N ~C—CHy
L > L
:j‘ﬁu““rlr" i fu“rlr’ i
2.Daonyribose 2-Daoxyribose
S-Mathyl cytosing Thymine
] 3 ] 3 ] 3 ] 3
he
C G Deamination T G Replication TA C G
_.. _,.'
4
Basa-gxcision
.-Epai.-
3 3 3 5 3 5 3 3
Wild-typa Mutarnt Wild-type

DNA ONA DNA



Reparacidon por escision de bases de un apareamiento G-T incorrecto

Una glicosilasa especifica remueve la base y crea un sitio abasico. Otras enzimas
remueven la desoxiribosa-P, rellenan y ligan.
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lyase
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Repalred
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Reparaciéon por escision de nucleétidos (REN) NI >, W
Repara regiones de ADN con bases quimicamente - 9! —
modificadas (aductos quimicos T-T; bases modificadas x B oonien

carcindégenos) que distorcionan localmente la molécula de
ADN. Afectan replicacion y transcripcion.

Mecanismo estudiado en individuos con xerodermia
pigmentosa, enfermedad asociada con predisposicion al
cancer de piel.
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Reparacion del apareamiento de bases incorrecto (mismatch)

Corrige errores durante la replicacion del ADN mejorando la fidelidad. El sistema reconoce la
hebra nueva (no metilada) de la templado (metilada) en base al patron de metilacion.

Metilacion del ADN por metilasa Dam

L e
I _, G ATC o
_ G ATC . 5 3
5 3 . _
g’ 5 ! CTAG ?
CTAG
I Hemimethylated DNA
CHgq
G ATC
5 3
o 3 CTAG 5
replication I
CHy
After a few minutes
CHg the new strand is
| Dammethylase | mathylated and the
_ G AT C two strands can no
2 longer be distinguished.
3 CTAG 3 .
q £ , G ATC
- GATC J 5 3
5
g 3 CTAG ?
cT 1:5. G CH,
CHgq
CHq
Fur:-tf_:'.}mrl,pe_riuq _ G ;L T C .
following replication, 3 3
the template strand is g 5
methylated and the CTAG
|

new strand is not. cH,
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Reparacion del mismatch
. CTAG L L .. . .
cH, 1. Reconocimiento del sitio metilado y del mismatch, corte

| i 3 en 508G del GATC hebra no met

2. Remocion de segmento de ADN en la hebra nueva

ATP . ~ o ~
- medi ante exo+#8Wwc-mé@Wsas (56
. +F;
3. Rellenado x DNA pol y ligacion (ligasa)
CHj CHy
| : CHjy CHy
. MutL-MutS 3 | ! 3
complex a
ATP
ATP
ADP+P, ADP+P;
CHy CHy CHy CHy
I | | I
BB | oV hicase ATP
ADP.p; & | ot ADPP, o| Soilease
'I:Ha 'I:Ha Mol raclense exanuclense X
] CHj CHjy CHjy CHy
’ ‘ I [ | |
MutH
MutH clenves the _H‘ :. PR _H :. T
unmuodified strand
CHy CHj CH, CHg
I | | I

CHy CHy



Enfermedades humanas hereditarias y canceres asociados con defectos de
la reparacion del ADN

Disease

DN A-Repair

System Affected

Sensitivity

PREVENTION OF POINT MUTATIONS, INSERTIONS, AND DELETIONS

Hereditary
ronpolyposis
mlorectal cancer

Xeroderma
pigmentosuim

DMA mismatch
repair

Mucleotide excision
repair

Erralr oF DOUBLE-STRAND BREAKS

Bloom's syndrome

Fanconi anemia

Hereditary breast
cancer, BRCA-1
and BRECA-2
deficiency

Repair of double-strand
breaks by homologous
recombination

Repair of double-strand
breaks by homologous
recombination

Repair of double-strand
breaks by homologous
recombination

UV irradiation,
chemical mutagens

UV irradiation,
point mutations

Mild alkylating
agents

DMA cross-
linking agents,
reactive oxidant
chemicals

Cancer
Susceptibility

Colon, ovary

Ekin carcinomas,

melanomas

Carcinomas,
leukemias,
lymphomas

Acute myeloid
leukemia,
squamous-cell
carcinomas

Breast and
ovarian cancer

Symptoms

Early development of
tLImors

Skin and eye
photosensitivity, keratoses

Photosensitivity, facial
telangiectases,
chromosome alterations

Developmental abnormalities

including infertility and
deformities of the
skeleton; anemia

Breast and ovarian
Cancer

murces: Modified from A, Kornberg and T. Baker, 1992, DNA Replication, 2d ed., W. H. Freeman and Company,

p 788; I. Hoeijmakers, 2001, Nature 411:388; and L. Thompson and D. Schild, 2002, Mutation Res. 509:49.



Mutaciones

Mutacidn: Cambio estable en la secuencia de ADN. Pueden causar alteraciones en el
fenotipo.

Espontaneas: originadas por infidelidad en replicacion, inestabilidad quimica de bases.

Inducidas: generadas por mutagenos quimicos, radiaciones.

Microlesiones: mutaciones puntuales Macrolesiones. Generadas por recombinacion
homologa



