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‘ Replicacion semiconservativa

Experimento de Meselson y Stahl

Se creci6 la bacteria Escherichia coli, durante muchas
generaciones, en un medio que contenia un isétopo pesado
del N (N%5). Al cabo de ese tiempo se tomo una muestra
(tubol). Las bacterias restantes se cambiaron a un medio
con el is6topo ligero del N (N'%) y se recogieron muestras
después de una generacion (tubo2), 2 generaciones (tubo3),
3 generaciones (tubo4), etc.. .......

El DNA aislado de cada tubo se centrifugo hasta el equilibrio
en una solucién que forma un gradiente de densidad y luego
se determino en que posicién bandea el DNA de cada tubo.
La posicion intermedia que ocupa el DNA aislado después de
una generacion indica que la replicacién es semiconservativa
y que cada molécula recién sintetizada esta formada por una
hebra antiguay una nueva.

Posiciones de bandeo de los DNAs

5 8 O

DNA hibrido
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Propiedades de las DNA polimerasas procariotas

TABLA 25-1 Comparacion de las DNA polimerasas de E. coli

DNA polimerasa

| Il ]
Gen estructural” polA polB polC (dnaE)
Subunidades (nimero de tipos diferentes) 1 it =10
M, 103.000 88.000" 791.500
Exonucleasa 3'—5' (correctora de pruebas) Si Si Si
Exonucleasa 5'—3' Si No No
Velocidad de polimerizacion (nucleétidos/s)  16-20 40 250-1000
Procesividad (nucledtidos afadidos 3-200 1500 =500.000

antes de la disociacion de la polimerasa)

“Para los enzimas con mas de una subunidad, el gen citado codifica la subunidad con actividad polimerizante. dnaE es una designacidn
anterior del gen denominado actualmente poiC.

'Se refiere solamente a la subunidad polimerizante. La DNA polimerasa Il comparte varias subunidades con la DNA polimerasa lll,
entre ellas las subunidades B, v, 8, 8', x y i (véase Tabla 25-2).
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Actividad polimerizante y correctora de errores de la DNA polimerasa |

Lugar activo Lugar activo Lugar activo
3 exonucleasa 5’ exonucleasa DNA polimerasa

S VAP
Fragmento de Klenow oakira 4 \
(b) DNA polimerasa | (¢} Fragmento de Klenow, elongancién de la cadena

Lugar de la
polimerasa

@ E! retardo permite la fusion esponténea y libera el extremo 3'

.mmﬂahmmm para que contacte con el lugar de la exonucleasa, que elimina
el nucledtido mal apareado en el extremo 3 el mal apareamiento
E Tema 12 "Bioquimica" 22 ed. Mathews, C.K. Van Holde, K.E y Ahern, K.G.

Ed. Addison Wesley. 1998.




Estructura de la DNA polimerasa I

TABLA 25-2 Subunidades de la DNA polimerasa Il de E. coli

Nimero de
Sub-  subunidades M. de la
unidad por holoenzima subunidad Gen Funcidn de la subunidad

a 2 129.900 polC (dnaE) Actividad polimerizante
& 2 27500 dnaQ (mutD) Actividad exonucleasa 3'—5 Pollnerase nicien
correctora de pruebas
2 8600 holE
T 2 71.100 dnaX Unidn estable del molde;

Complejo de carga de la abrazadera

dimerizacidn del enzima nicleo (v) que carga las subunidades B

¥ 1 47.500 dnaX’ Cargador de la abrazadera

5 1 38700  holA  Abridor de la abrazadera f;;';ﬁ:’omd:af;:f" ca
8" 1 36.900 holB8 Cargador de la abrazadera

X 1 16.600 helC Interaccién con SSB

U 1 15.200 holD Interaccién con y y x

B 4 40.600 dnal Abrazadera del DNA necesaria

para una procesividad dptima

DNA polimerasa

Nucleo (oed)

Abrazadera g
Pinza deslizante

L

|
Abrazadera 8 | — Abrazadera 5 0
(abierta) !f/ U Pinza deslizante

I 7 - “Bioquimica. Libro de texto con g

inza deslizante asociada a la polimerasa H H i "
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| DNA polimerasas eucariotas |

Tabla 24.3. Propiedades de las DNA polimerasas de los eucariotas

a B y . ] €
Compartimiento celular Niicleo Niicleo Mitocondria Nicleo Niicleo
Primasa asociada St No No No No
Puaci6n biolégica * Replicacién de  Reparacién del Replicacin del  Replicacién de la  Reparacién

hebra retardada DNA DNA mitocondrial hebra conductora
(adicién de primeros) hebra retardada

Némero de subunidades 4 1 4 (idénticas) 2 ?
Procesividad (intrinseca) Moderada Baja Alta Baja Alta
Procesividad (con PCNA) Moderada Baja Alta Alta Alta
3’ exonucleasa No No Sf St Si
Homélogo en E. coli PRIMASA DNApol IT — DNApol IIT DNApolI

*DNApol a afiade los primeros y 10-15 d-ribonucleétidos
*DNApol & completa el fragmento de Okazaki y sintetiza la hebra conductora
*DNApol € rellena los huecos que dejan los primeros al ser eliminados

6
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Origenes de replicacién en organismos procariotas y eucariotas

En organismos procariotas la replicacion tiene lugar de Los organismos eucariotas replican su material
forma bidireccional desde un Gnico origen. genético de forma bidireccional desde muchos
origenes.

E Temal2 "Bioquimica. Libro de texto con aplicaciones clinicas". 3% ed. “Bioguimica”. 3 ed. Stryer, L. Ed. W.H. Reverté. 1988.
Devlin, T.M. Ed. Reverté. 2000. '

Proteinas necesarias para la replicacién de Escherichia coli

TABLA 25-3 Proteinas requeridas para iniciar la replicacién en el origen de E. coli

Nimero de

Proteina M, subunidades  Funcién

Proteina DnaA 52.000 1 Reconoce la secuencia origen; abre el diplex en sitios
especificos del origen

Proteina DnaB (helicasa) 300.000 6" Desenrolla el DNA

Proteina DnaC 29.000 1 Requerida para la unién de DnaB en el origen

HU 19.000 2 Proteina tipo histona; proteina de unidn al DNA;
estimula el inicio

Primasa (proteina DnaG) 60.000 1 Sintetiza cebadores de RNA

Proteina de unién a DNA

de cadena sencilla (SSB) 75.600 4 Se une al DNA de cadena sencilla

RNA polimerasa 454,000 5 Facilita la actividad de la DnaA

DNA girasa (DNA topoisomerasa Il) 400.000 4 Libera la tension torsional generada por el desenrollamiento
del DNA

Dam metilasa 32.000 1 Metila secuencias (5')GATC en oriC

“En estos casos las subunidades son idénticas

TABLA 25-4 Proteinas de la horquilla de replicacién de E. coll

Nimero de

Proteina M, subunidades  Funcién
SSB 75.600 il Unién a DNA de cadena sencilla
Proteina DnaB (helicasa) 300.000 6 Desenrollamiento del DNA; componente del primosoma
Primasa (proteina DnaG) 60.000 1 Sintesis de RNA cebador, componente del primosoma
DNA polimerasa Ill 791.500 17 Elongacién de la cadena nueva
DNA polimerasa | 103.000 1 Relleno de huecos, eliminacién de cebadores
DNA ligasa 74.000 1 Ligacidn
DNA girasa (DNA topoisomerasa Il)  400.000 4 Superenrollamiento

Modificado de Komberg, A. (1982) Supplement to DNA Replication, Tabla $11-2, W. H, Freeman and Company, New York.
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Iniciacion de la replicacion del DNA

Molde
superenrollado

Ori C: 245 bp

Cajas DnaA
Ordenamiento en tdndem de Sitios de fijacidn de la proteina Dna, Cajas DnaA
ias de 13 pares de bases cuatro secuencias de 9 pb
1

1 13

Becuencia consenso

TTATCCACA

Sitio de fusion de
la doble hélice

(a)

La unién de DnaA a sus sitios de fijacion y la fusion

de la doble hélice promueve la asociacién secuencial
de una serie de proteinas que desenrollan el DNA y
forman la horquilla de replicacion

Una vez que la helicasa DnaB, ayudada por la proteina
DnaC se sitda en la burbuja de replicacion la primasa
DnaG se une al complejo, formando el “primosoma”
La unién posterior de la DNA pol 11 origina el “repli-

soma” que lleva a cabo la replicacion de todo el DNA (b)

Cebado y
replicacion

9
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Mecanismo de replicacion de las hebras adelantada y rezagada del DNA

B &

T Direccion del movimiento
de la horquilla

Primosoma RNA cebador

DNA DNA
polimerasa polimerasa
Hebra Hebra
e conductora retardada
3 ¥ adelantada 3 5
m Tema 12 "Bioguimica" 22 ed. Mathews, C.K. Van Holde, K.E 10
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| Elongacién de la cadena rezagada |

se une a DnaB, sintetiza
¥ 8 cont y disecls.

()} La sintesis continua de la hebra conductora avanza a medida {b) La DNA primasa
que &l DNA es desenrcllado por la DnaB helicasa. un bad

N3 Nusvo abrazadera §

La elongacion de la cadena rezagada requiere
la participacién de varias proteinas:

- Primasa que se asocia a la helicasa DnaB
- Complejo de carga de la abrazadera

- Abrazadera o pinza deslizante

- NdGcleo de la DNA pol lll
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Unién de los fragmentos de Okazaki
Hebra
rezagada
3 —— 5
5 S;m 5 3
Mella FNMP 49&« polimerasa 1
dNTP
ATP (o NAD")
DNA ligasa
AMP +PP, (0 NMN)
Actuacion de la DNA ligasa
rﬁ’ " (3) El desplazamiento de AMP
@D v b0 e e
=i (o]
(8] 1
Enzima-AMP 0-P-0 | Adenina|
+ o
(@) Activacién -NH’ AMP
del 5'-fosfato
de la mella
ST —TTTT 5 T ?‘—*————
§Lillon o oHiLi¥ . ‘bm/o JELL TR . -'—‘~—-"o—1|>—o o
P <
i C\/ N o
0”0 o, 0 0 DNA sellado
Mella en el DNA );
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Acortamiento de los Tel6meros

¢Porqué se acortan los tel6meros?

Los telémeros tienden a acortarse, en cada ronda
de replicacién en la hebra rezagada, porque la
DNApol no puede actuar sin primero y la primasa
no puede colocar un primero mas externo si no
tiene un molde de DNA

Origen bidireccional
de replicacion

Direcci6n de la DNA pol Direccién de la DNA pol
s 3¢
s,
< — ——
3 ]
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DNA (frag. Okazaki) primero de RNA

3i
>

s!

La hebra adelantada se replica
por completo sin interrupcion
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Acortamiento de los Telémeros

31

DNA
4=

primero de RNA

El primero
es eliminado

5 3

L5’

La hebra de nueva sintesis
es mas corta que la molde.

Cada vez que sirva de molde en
la siguiente ronda de replicaciéon
originard un cromosoma mas
corto que el original

5 Laflechaindica

la direccion de
sintesis del DNA

Las lineas de trazo fino

indican el DNA recién
sintetizado

5

Si no actlia la Telomerasa, en cada ronda de
replicacién se generan un cromosoma mas corto
y otro con la hebra recién sintetizada mas corta

La hebra original volvera

agenerar una hebra La hebra roja originara

mas corta siempre una hebra mas
5’ ;3’ corta que la original
La hebra morada originara
3’ 5’ siempre un cromosoma
— maés corto que el inicial
B La hebra morada dara un
5, 3, cromosoma aiin méas corto
.|
3’ 9 La hebra verde dara un
5 cromosoma tan corto como

esella

Extremo alargado

t ~ .
| ¥ La Telomerasa afiade secuencias

m Tema 12

r 4 G5

teloméricas en el extremo 3’ de
las dos hebras molde. Este alar-
gamiento permite a la Primasa
afiadir un primero mas externo
sobre el que la DNApol puede

B ——

Extremo alargado

|
: i

3 anadir dNTPs
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| Alargamiento del telémero por la Telomerasa

Telémero = TG’OH 3

GG
I, | &CCCAAC Telomerasa
RNA
telomerasa Molde de RNA
3' §

Elongacién DNA 5—TTTTGGE
6ceTT$T 11 Te ¥
O °0¢ | Lk [fron
A C
K;' 5')
Translocacién
—OH 3 ) )
FGGGTTGGGGTI ] La molécula de RNA de la Telomerasa sirve de molde
AC CCAAC para afiadir repeticiones de 6 nucleétidos al extremo 3’
AA de los telomeros
La subunidad catalitica de la Telomerasa es inactiva en
— la mayor parte de las células somaéticas de los mamiferos
aunque se mantiene activa en las células germinales.
Elmgaclénl
G
L 6eaTTGGaGTT i | ?ﬁch
IC CCAA ] OH3
AR C ) N ) .
) ¢ Qué consecuencias tiene el acortamiento de los telé6meros?
En cadaronda de replicacién se van perdiendo secuencias

teloméricas y los cromosomas se hacen inestables: se unen
Translocacion a otros cromosomas o sufren grandes reorganizaciones que

—OH ¥ alteran el material genético

-_l—GGGTTGGGTTGGGGTT
CCCCAA
C

E Tema 12 k3‘ 5') “Bioquimica”. 5% ed. Berg, J., Tymoczko, 15

J. Stryer, L. Ed. W.H. Reverté. 2003.

Estructura del telémero

Hebra enriquecida en GTTE GGG 3'

Telémero replicativo Telémero protegido

1. El telémero replicativo

Repeticiones teloméricas

[ 3}
5 G
3 C 5

ds | ss sobresaliente

Secuencias moderadamente
repetitivas y repeticiones cortas

H. Sapiens 5--15Kb 300 nt TTAGGG

“cadenaricaen Gs” (T,AG,)
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Estructura del telémero protegido

2. Estructura del telémero protegido

Bucle T

5

TRF2: formacion del bucle T

TRF1: mide de la longitud del telémero

control de la longitud del telémero

POT1: controla el acceso de la telomerasa al extremo 3’

17
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| Modificacion de bases por agentes quimicos

I——'! I:
(0] I;I (0] l’lq
Citosina Uracilo
CHs CH3 HN %
| — W ] Ay T
o b|‘ o T H,N” N | H,N Ilﬂ’
5-Metilcitosina Timina Guanina 7*.-Methylguanina
Metilacion
3
N
[
Adenina
(o]
HN | N>
N
I
Guanina
m Desaminacién 18
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Efecto de la aparicion de mutaciones puntuales en el DNA

¢ =5 W e

i
f‘N OiniH—N,

Ty e =]

na /N N
B N:%_H"'(}_N\-l

Guani

lmﬂﬁlﬂdﬁnynpﬁmﬁﬂn
N o—f@o cH,
5 B-q v c
0°-Metilguanina R/N - Nwm— Timina
N=( 0}~l\l
N—Hmn
|
H
roplicacién
Aparicion de una mutacién
en el DNA por apareamiento
incorrecto de bases = [l
apareado
(sin mutaciones)
B8 - o7 T
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Tipos de sistemas de reparacion del DNA en E. coli

Enzimas /proteinas Tipo de lesion

Reparacion de apareamientos
incorrectos
Metilasa Dam Apareamientos incorrectos
Proteinas MutH, MutL, MutS
DNA helicasa Il
SSB
DNA polimerasa 111
Exonucleasa |
Exonucleasa VI
Nucleasa Recl
Exonucleasa X
DNA ligasa
Reparacién por escisién de base
DNA glucosilasas Bases no habituales (uracilo, hipoxantina,
xantina); bases alquiladas; dimeros de
pirimidina en algunos otros organismos
AP endonucleasas
DNA polimerasa |
DNA ligasa '
Reparacion por escision
de nucleétido |
ABC excinucleasa Lesiones del DNA que causan importantes |
cambios estructurales (p. ej., dimeros
de pirimidina)
DNA polimerasa |
DNA ligasa
Reparacion directa | o N
DNA fotoliasas Dimeros de pirimidina 4|a-iznmgligl;rlgcdp;’o§:xe I;;mmmma ,
0°-Metilguanina- 0°-Metilguanina | Omega. 2006
DNA metiltranferasa | 20




Reparacion de errores cometidos durante la replicacion

METILACION DEL DNA
- GATEC "
r L ‘hﬁ L
'l

REPARACION DE ERRORES DE LA REPLICACION

GATEC

<> 4=

i =

CTAC '\1u|lf\!ul‘s
_ ‘Durante un o periods, F ' F DNA helicasa 11
by e xmmLIi\ asa VII
—— utS ADP+P;
" GATEC 5 MustH nutleun RecJ
H ADP+P; F
¥ L3
CTAG ) k
DNA se=ametilado
¥ GATE ¥
& CTAD v DNA polimerasa 111
Desrods da unos pocos SSRB
m--mu-lm'.a.....-""“,.
L3 LERA ¥ e s i T i
Sty It o Shawer >
CHy lmmuhﬂn
no modifieads
. ,. - =i
1 M
L CTAG L V
Lareparacién es posible porque la hebra molde estad marcada previamente
por metilacion de la A de todas las secuencias GATC presentes en ella
. Lo L 21
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| Reparacion de dimeros de Timina |
N %
Lesién de DNA \.\.-_.. —e Semo S ~.€
/ Je— ;"m’—"q""d—k C=0
A H CH, # N,
Pl Luz UV Fiﬂw ! o
5 7 T R T3 \ 4 — N q
s- N T T T N W U R - !6; At N,C—N.._““: i \‘ q
B e— Asicat ——MN L Cm0
/ e
Rasiducs de limina sdyscontes Dimero de ciclobutano timina
(a) excinucleasa de excinuclensa
E. coli humana
v
La excinucleasa se diferen-
® ® Ty >
| L I A L T L L ™ v I o B A 0 5 T ) e o W e e o | cia de las deméas nucleasas
T [ T T NN U N T S S - Ll | TS T TN T T U T T I NN N N -
en que corta la hebra dafiada
(b) DNA helicasa 13 mero DNA helicasa por dos puntos, en 5’y en 3
S T m de la lesion
rrroTrida rrirrrrrrrrrord LB
v
OH @
T NN N T TN O N T T T I N T [ - — -] IJlIJI!llll.llIlllllllllllllh!ll.llllj
(e) DNA polimeraza I DNA palimerasa ¢
v
r||||||||||n||||;||||@)1_l' IYIIYYIIillllllIIIYIIlIllIIIIIIIII®‘_r
TN N O N T N N I N N TS T - -] j S T [ N T N N N T O S N S S S W S S S S .-
(d) DNA ligasa DNA ligasa
I BB EEEEEEEEREREEEEERERER rTrT T 1T 1rTsrn vy rTrrrTrrrryTornrrrTTrT Ty T T ororryTard
T T T O O T .S b L bl b b bt b b b L b b b i b 0 1 b i b b i L i &t 1 L 32 1 1 i i L.t
Tanto E.coli como el hombre poseen sistemas
homélogos para reparar este tipo de lesion
. Lo L 22
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| Reparacion por perdida de bases

TR
Jelelolololslelelelelelolols;

DNA
(@ glucosilasa [~ 1 base dafiads

@@@@@’
{@’ﬁ’)’@,@)’,@ﬁ@

AP o nd\murlenm
(b)

”“”

09000000000000

_DNA NTP
© wﬂm'[«w" desoxirribosa fosfato + ANMP

Nuevo DNA CMeIIa

9@00@000 ®@®
oeaeeeeaeeeo

DNA
(d Nesih l

(@
lelelololelolololelelololel
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La accion de los agentes quimicos da
lugar a la aparicién de bases dafiadas
que son eliminadas por DNA glucosi-
lasas especificas

La hidrélisis espontanea también
conduce a la pérdida de bases o
apurinizacién

A diferencia de las escinucleasas las
endonucleasas AP solo cortan la hebra
dafada por un punto situado en 5’ de
lalesién

La DNApol | en organismos procariotas
y la DNApol en organismos eucariotas
van eliminando nucleétidos y rellenando
el hueco hasta rebasar la lesién.

Finalmente la DNA ligasa sella los dos
extremos de la cadena de DNA
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