Estructura de
nucledsidos y nucledtidos

NH, Base
nitrogenada

enlace
B-glucésido

nucleésido

nucleétido

ribosa <, ., RNA

. HogH2 o OH
desoxi- <y wu>* DNA
& H H
ribosa 3 4

Enrique Castro, 2003

-structuras de bases nitrogenadas
Purinas ", H, o
N 5 Syt 5|4\N3 ﬁN
2
)2 6 ﬂ/go H/go
adenma citosina uracilo
o} o}
" e s g
</ | * %& Pirimidinas
N” Yo
guanma timina
Bases primarias (normales)
Q Bases secundarias i
</N| NH ﬁN He™ N
N N/J%O N/go HZC\N o
ho H H
xantina tio-uracilo dihidro-uracilo
0 NH, OH  NH,
</ | Hac\f\N Hzc NN
) N/go N/&O
H H
hlpoxantma
o 5-metil-citosina 5-hidroximetil-citosina

</ | *
1 metll -guanina

0

</|*

N2 metil- guanma
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Base

Purinas

Adenina

Guanina

Hipoxantina

Pirimidinas
Citosina
Timina

Uracilo

Nomenclatura de
nucleodsidos

Nucleésido*

Adenosina
desoxiadenosina

Guanosina
desoxiguanosina

inosina
desoxiguanosina

Citidina
desoxicitidina
Timidina
desoxitimidina
uridina

Nucledtido*

Adenilato
desoxiadenilato

Guanilato
desoxiguanilato

Inosinato
desoxi-inosinato

Citidilato
desoxicitidilato
Timidilato
desoxitimidilato

uridilato

nucleotidos

Acido nucleico

*Nucledsido y nucleétido son nombres genéricos que incluyen tanto
las formas ribo- como las desoxirribo-

Enrique Castro, 2003

Propiedades acido-base de los
dcidos nucleicos

El grupo fosfato es fuertemente dcido

* Fosfatos totalmente ionizados a pH fisioldgico (pKa=1.0)
* Carga neta negativa
* Repulsidn entre cadenas dependiendo de T

Adenina M- N1 NH,
<f oy <f
N N/) = N/) Las bases tienen
R R grupos ionizables
0 [o] o
N7
v NH pK=24 NH  pKi=94 N
</'xp:° A, = S
NH, N ONT N, L N~ “NH,
R guanina R R
[o] o
H,C
3 | NH  pK=9.5 Hy& >N N3
timina N*o - | /g
& :
N3 K
. NH, NH,
eosIna it pKE45 oy N3 Tonizacidn afecta a
| k _ /g la estabilidad de la
N" o doble hélice
R R
Ha . -H W
adenma 9“‘""“’"-'1

= N/H N L
9 - f ] "?I;k ,H o: ka“/“

Formas
tautémeras H gy ¢ timina
crrosmaﬁ HC j:H H:.C\C,L
A, o o
| |
Keto Enol

Enrique Castro, 2003



Quimica de la polimerizacion

Enlace .- Extremo 5’

fosfodiéster
3'-5'
® ® ®

polimerizacion

®< &P@

N

hidrélisis
K 3 K K
®  ®|®e|®
5 T 5 5 5

NTP + H,0 = NMP+ Pp,
G,=-31 kJ/mol
DNA +NMP < DNA_. +H0
— G,= +25 kJ/mol
DNA_ + NTP DNA._,, + PP,
G,= -6 kJ/mol

Extremo 3’

Enrique Castro, 2003

_

Convenios de escritura de
secuencias de nucleodtidos

Siempre 5' 3'
* Replicacién
* Transcripcioén
* Traduccién

a) A T G €C T G
3’ 3’ 3’ 3 3’ 3’
® | ® | ® | ®|® | ® | OH
5 5 5 5 5 5

5’

b) AT G C T G

C) pApTpGpCpTpG

( ApTpGpCpTpGp )

d) ATGCTG
5’

3’

Enrique Castro, 2003



‘Complementariedad entre bases

® Reglas de Chargaff: [purinas] =
[pirimidinas]

[A] = [T]
P <] [\?v] .
® Puentes de hidrégeno'de Watson-Crick:
€028 o g /CH3
) \
H\ _H < }C/C\C/H
' e © o o N /
R vl NS \C/N\ ,
H— C\ I i (/)/ C-1 Timina
Adenina — C
N RN e \
~
c1 N "H .\
"\ CLaom /'/P.uer’\tes de
Y hidrégeno
. H H
29 ot ),\:N'/ /
e O
o HT \C/C\C/H
o
T
SN |
7 CT Y H' C7 7 Npq 1y Citosina
AL b T
Guanina /N/ \N¢C\N/H il \
; \ \
“ o« o® o \
\ /«
\\ 1,08 0
—
® Autoreplicativa: ’ ;
P % arccaTeearee 2
5 3 TACGTACGTA
ATGCATGCATGC
, TACGTACGTACG _,
3 5 ATGCATGCAT

5 TACGTACGTACG
Enrique Castro, 2003

DNA: modelo de Watson-Crick

% Doble hélice N
5? 3’

Surco 1 > T

' / mayor

A\ LY Paso de
: &~ | hélice:
3.4 nm

w«  Surco
"~ menor

5 KY

* Complementaria Bases Fosfatos
p interiores exteriores
(hidréfobas) (cargados)

micelar

* Energia: - puentes de hidrogeno
- apilamiento de bases ( - )

- interaccion hidrofoba

Enrique Castro, 2003



EB-DNA: estructura de la hélice I

B-DNA: estructura helicoidal

-------

’ <
7 Extremo 5 Extremo 5' ™~
. o) AN
4 (o] ~
(0] u%q \
. %0
o Eje de la f L ¥
. doble hélice fo} \
Citosina
!0
i o
¥ ¢ o
0" p*
! 0
\ Guanina
| NH. |‘ }
0—P=0 )\/z[ ‘' o ( “0
N \ o
cl) . NN) 8 0 Citosina
CH, ; b
o~ _|N sin VAo Oy 4
(o) R
\
\
o RN 5
| ! NH, *~ Extremo 3’ Extremo 3’ _.” ,36°
0—P=0 N3 _-
! <N N S ’V
L N NJ -------------- giro por
* o . ar de bases
N anti P

Ascenso por
par de bases I Binm g

- =

Desoxirribosa A
e - Par de bases

Enrique Castro, 2003

al fosfato

Conformaciones de la ribosa
en el DNA

® Desplaza el HO en C2'

® Cambia angulo de fosfatos

Base

al fosfato

Enrique Castro, 2003



DNA: conformaciones en hélice

B-DNA A-DNA Z-DNA
Cadenas 2 2 2 3
Sentido dextrogira dextrogira levogira dextrogira
Diametro 2.37 nm 2.55nm 1.84 nm 2.5nm
Elevacion 0.34 nm 0.25 nm 0.37 nm -
Rotacion 36° 33e -30° -
inclinacién 1° 19° 9e -
Paso 34 nm 2.8 nm 4.56 nm -
Residuos 10 1 12 -
Ribosa C2’ endo C3’ endo CTC2,AGC3' -—
Base anti anti CT anti, AG sin -—
S. Mayor Anchoy Estrecho y Plano -—
profundo profundo
S. Menor Estrecho y Plano Estrecho y -—
profundo profundo
Condiciones =~ DNA normal DNA deshid. Alternando 2 Hebras Piry 1
DNA/RNA Pur Pir (GCGC) Pur
RNA/RNA

Enrique Castro, 2003

1-DNA: triples hélices dextrégiras

® Hélice triple dextrégira
® Apareamientos de Hoogsteen
® Hebras asimétricas: sélo Pur / sélo Pir

Funciones:?
® Relajamiento
superhelicoidal
DNA duiplex ® Recombinacién
R e oy
¥ Pur—CATCETEE0E g L
Pyt Pur  Pyr
&
Fur
H-DNA
— G triplex
Hebra suelta
Ly
i &)

Enrique Castro, 2003



H-DNA: apareamientos de
Hogsteen

A través del grupos expuestos en el Surco Mayor

Hebra
Pir' CHg
, /=$= 5 Hebra
1 -C_N>—N O?'“’H\ P Oj/% Pir
? ) w«H/NYN\C'l,

Apareamiento/v < SN 0

Hoogsteen Apareamiento
Hebra 1

C-1 Watson-Crick
Pur T—AeT

Hebra
Pir' __ IFI Hebra
’*f/N H
Apareamiento /' o

Hoogsteen

Apareamiento
C=G-C*t Watson-Crick

Enrique Castro, 2003

Variaciones locales y
supersecundarias en la doble hélice

® Variaciones
locales

palindromo
diametro : . .
torsié (secuencia Jrepetlda invertida )
orsion
fos  ° o
d& 5 ‘_LLLAGG.(-)TAJTGAGT.:\(;}CGT
_ AT| l
Dependlgntes de . @T
secuencia local \ A 38
GC 41 Estructura
¢ -"& cruciforme
AI - —Ad
S¢—r “~TIT—>%
ge—ly Al 45
-
G c
Tf
Las variaciones de = i
conformacién permiten
interaccion especifica

Proteina-Ac. nucleico .
® Estructuras supersecundarias

secuencias autocomplementarias

S‘“‘lell Internal\

P Bulge

e G
Xdaccul -,-,.,_CUAOG cGU, GGAG
LLLLL
CG
CTCGRAC G4lag M
G 0
A (4]

o
S

Enrique Castro, 2003



-upos superficiales y surcos en el
DNA duplex

surco Fosfatos:

/ menor mteracmc’)rjes
electrostaticas
inespecificas

Surco mayor Surco mayor Surcos: . i
T e [ puentes de hidrégeno
// - Q / B especlflcos
"N—H" 0. = \ / .H-N
SNy N ) /O o)
< /56 ~H—Ng, N—H"N2 o

B SN i('-s/a/i e
\

Surco menor Surco menor

Adenina : Timina Guanina : Citosina

surco
mayor

Enrique Castro, 2003

'Reconocimiento de secuencias
de DNA especificas

Dedos de Zn
Receptor de
estrégenos humano

Reconocimiento de secuencias
sin desenrollar el duplex

Dedos de Zn, factor
zif268 de raton

cremallera de
leucina

Receptor de
glucocorticoides
humano

Enrique Castro, 2003



Proteinas que reconocen secuencias de DNA
(TATA-binding protein)

Enrique Castro, 2003

Superenrollamiento del DNA

® Propiedad topoldgica =
® Sin rotura de enlaces covalentes _ = &
® Invariable a deformaciones

® Extremos fijos ‘ o
® DNA circular P Ry “ﬁ}m\“‘(} A
op e W \ N

untos de anclaje inmoviles \\“&:ﬁl
plectonémico »
En solucion

_________

interconvertibles

solenoidal— »

En la célula
(mas compacto)

Topoisdmeros de DNA circular

Densidad superenrollamiento, A

Enrique Castro, 2003



" Topologia del superenrollamiento

L: n° de cruces YNNI
del plano

W: superenrollamiento 0»»
L

T: giro de hélice o<

L =T +W

Parametro topolégico Parametros geométricos

N° entero variables (interconvertibles)
constante no enteros
Link Twist Writhe
enlace giro torsion (Stryer)
ligamiento torsién retorcimiento (Lehninger)
ligazon torsion retorcimiento (Mathews)

Enrique Castro, 2003

Tensiones superhelicoidales

DNA relajado

L, = T=8

W=0
AG >0
AL, =-1 T1 vug!ta )
ension GSC: k-
Lk Superenrollamiento
= ~—0.06 requiere energia
Lo
DNA tenso P

30% 70%

Enrique Castro, 2003



Topoisomerasas: catalisis de
cambios en L,

* Tipo 1: Corte monohebra

Eucariotas: antitumorales
procariotas: antibiéticos

(ac. Nalidixico)
(novobiocina)

* Tipo 2: Corte de doble hebra

CEEEEEEEEED G segment
ATPase " . - ~ T segment
] \aGid % Ao y S
D 4 | (D)~ (€
w'e B ¢ RS

@ i?f °© 0@ ity
. l R 5 o
11 1r Intermediario
— yr Ty

r
covalente

Enrique Castro, 2003

Relajacion de tensiones
superhelicoidales

2
GSC — k °
® Cambios conformacionales:
Cambio Caracteristicas de la
topologico secuencia
Fusion local (AT=-1/10 pb) Ricas en AT

Paso a Z-DNA (AT=-2/10 pb) Alternando Pur-Pir

Paso a H-DNA L Hebras Pur/Pir
Estructuras L palindromos
cruciformes

® Mecanismos enzimaticos: Toposisomerasas
reclutamiento
activacién

Enrique Castro, 2003



Desnaturalizacion del DNA:
Estabilidad de la doble hélice

Transicion
£ hélice-ovillo PG
A‘y@@@ < reversible w
%%g G = AH -TAS & P,
A e Phaeye

® Término entalpico, AH: .
Fuerza idnica, |

« Repulsion electrostatica de F"I/ / pH

* Puentes de Hidrégeno intercatenariog\
 Interaccién p por apilamiento de bases urea,

formamida

calor,

® Término entropico, AS: / (temperatura)

» rotacion de enlaces
* liberacion de agua (apilamiento)

® Factores que afectan a la estabilidad:

Temperatura

Fuerza iénica

pH

desestabilizantes de H (urea, formamida)
Enrique Castro, 2003

" Desnaturalizacién del DNA:

efecto hipercromico

1.5F
ﬂ Efecto hipercromico:
<§ 14 Aumento de absorbancia a 260 nm
0.5[ Desapilamiento de bases
1.5]=
840 Desnaturalizado
g Trea- (caliente)
1]
2
o
3 nativo
<OSL (frio)
; i
200 250 300

Longitud de onda, nm

El DNA absorbe luz UV (260 nm)

Enrique Castro, 2003



Desnaturalizacién térmica del DNA 'El DNA se desnaturaliza en medio
fuertemente basico (o acido)

100 -

La ionizacion de las bases afecta a los
n- temperatura puentes de hidrégeno de Watson-Crick

n de fusién

E — '
N S Citosina uentes de OH lonlzado
. hidrégeno
W f Y y
it , | A e 1 ~ *:r )I
75 80 85 O\H., i‘; | N\) ﬂ

Temperature (°C)

Transiciéon
fuertemente
cooperativa

50 -

Denaturation (%)

NN
& - K \
A‘#?@ El DNA se funde al calentar 2\"3«;} Guanina forina endlica (pH>12)
- S = > | f\};«j
"i’@% Rehibrida la enfriar MNEL
puentes de
100 hidrogeno
0.01 M phosphate rotos
0.001 M EDTA

_ 80 Timina
=l
I ng:hg_%, _H "
Tk % T_aumenta e "f& )

. N
o 4 con %G+C) ’I b N \
E 40 : \ forma enélica (pH>12)
‘E
& 90 0.15 MNaCl danin

0.015 M Na citrate ., ..
(y también en dcido)
0

60 70 80 90 100 110
T, °C)

T =T, + ko)) + a-(%GC) + B-(%F)

Enrique Castro, 2003 Enrique Castro, 2003



tamano del

14

omico y

DNA gen

[{ebra Gnica

TABLA 4.4. Propiedades de algunas moléculas de DNA existentes en la naturaleza,

Nimero de pares

(SS) o doble  Circular de bases (pb) Peso %
Origen hebra (DS) o lineal o bases (b) molecular Longitud® G+0C)
Virus 40 del simio DS Circular 5243 pb 3.293 x 10° 1.78 ym 40.80
(zenoma)”
Virus X174 SS Circular 5386 pb 1.664 % 10° —~ 44.76
(genoma)”
Bacteriéfago M13 SS Circular 6407 pb 1.977 x 108 — 40.75
(genoma)®
Virus del mosaico DS Circular 8031 pb 4,962 x 106 2.73 pm 40.19
de la coliflor :
(genoma)®
Adenovirus AD-2 DS Lineal 35937 pb 2221 x 107 12.2 um 55.20
{genoma)®
Virus de Epstein-Barr DS Circular 172282 pb 1.065 x 10 58.6 pm 59.94
(genoma)® :
Bacteri6fago T2 DS Lineal ~1:7°% 10° pb ~1.1 % 108 ~58 um ~52
figenoma)
Bacteria E. coli DS Circular ~d3:10%bp ~2:6 %10 ~1.4'mm ~53
{genoma) :
Mosca de la fruta DS Probablemente  ~6.5 x 107 bp ~4.3 % 10! ~2 cm ~40
(Drosophila lineal
melanogaster)
(un cromosoma)
o
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SeSo © -
(=2
2358 |- g— & e 2
TO SW - < c 3 8o o
T L® [e] b o € 2 -
Q oy - — - = IS o —_
— o ) o v o
o L (T s X LT < . 8
£ o > 8
» = L - o
— L E ©
c =
© 0 - ) - © ©
S 2 g8z g I
(-} = 8 ~ 2 0 o o 8
g : L, s8582| 2 2
€l s 3 2 ® g 8 % &8 EI. & Z
(o) §=] © W ew O =" 0T & £ET12 o <
: > s/ o0 ® £ O & oD (]
n (72} = Q - - =} © (o]
P o - c o 5 8 o o -
Q o > s o 2 9 @ O
< . 2. ®© E o 9 L Jc
D o w r— c Q—9 = Q ‘0
o) ] © = (3 o m ~— o .m
© o |3 [ o c ®
O ‘g £ |= o o o
o o
T 2 we |2 1= E
o9 8 2 S £ 5
- > = 3 =g o] ®© O
c 9 9 S c -
St Q Q (72) o .=
= @ © D o
c e - o & O
o o m N - —
° g = 5 5
© £ 5 c
p: (]
5 2 ¢ o
c o <
@ -
o ) (=)
-

DNA no codificante

Enrique Castro, 2003
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" Estructura molecular del

Gen: secuencia completa de DNA necesaria
para dirigir la sintesis de un polipéptido

funcional
Senales de Reqién codificante Senales de
control 5' 9 control 3'
| >l > e
5 3
W ‘ /
. adenilacion
pontenciadores
No funcional
promotor exones intrones
®DNA codificante:

exones (minoritario)

®DNA no codificante:
sefnales de control
intrones
DNA no funcional (“basura”)

®Senales de control:
puntuacion: inicio y fin de transtripcién/traduccion
regulacion de la expresion
5', 3' y en intrones

Enrique Castro, 2003

Procariotas: mRNA policistrénicos

trp operon

E. coli
genoma

Genes agrupados

Un s6lo mRNA codifica &
varias proteinas

Eit [iEo@sclils Bilia
gmm Transcripcion simultanea
for trp mRNA A H
aynthost regulacion coordinada

Transcription

trp mRNA o
IR
Start sites for

protein synthesis

J‘n-an:!utlon
E

so— D
—

proweins ——_B_ , Proteinas

Eucariotas: mRNA monocistrénicos

Yeast chromosomes

trni trp4 kb
w | il Bl | 1550
Genes A
independientes . P2
P y F ] Redde
A senales de
trp5
. control
vir | - ] e
A
Lo
x L&l | 680
4 T o ..
lﬂ-nnscrlptlon and ranSCIpc_I?n y
RNA procsssing regulaciéon
mANAs i ©+F f f independiente
MmRNA individuales ‘LTransarlption

3
Proteins —

Enrique Castro, 2003

1 5 2 4

proteinas



U. de transcripcion eucariotas:
rocesamiento del mRNA

Simples: un sélo polipéptido

50 kb
fe—
. b Capsite ¢ d Poly(A) site
B globin l,
gene
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Control regions
B globin mRNA A ] Mod u |.arld.efd
¥ #  Reutilizacion
Eliminacion de intrones 2%0b
(splicing)

Complejas: varios polipéptidos del mismo gen

Cap site
a b Poly(A) ¢ Poly(A)
vy l y
Variacién Exon 1 Exon 2 Exon 3

N\
exon 3' mrNA, T zzzzzzzzza
m:;m,r_—_//\m Variabilidad
Especificidad
Adaptabilidad

Cap site a b Poly(A)

v lf L v
. e —_ —  V—ZZr—{
Variacion Exon 1 Exon2  Exon3 Exon 4

exon interno / \: /\m/\:
mRNA, | ]

5 :/\:a/\s::

mRNA, £= :

Splicing alternativo

Enrique Castro, 2003

Organizacion génica en

rocariotas y eucariotas
Procariotas Eucariotas
Cromosomas 1 (+ plasmidos) muchos
Topologia circular lineal
mRNAs Policistrénico Monocistrénico
sin procesamiento gran procesamiento

Intrones No Si
DNA no-codificante No Si
Empaquetamiento ligero Muy compacto

(histonas)

Cromosoma circular

Cromosoma lineal

telomero centromero telomero

L e

Repeticiones de  repeticiones
secuencias CEN

Repeticiones de
secuencias TEL

DNA satélite repetitivo

Enrique Castro, 2003



Tipos de DNA eucariotico

« Codificante de proteinas 5%
Genes de copia unica
Genes duplicados

* Genes repetidos en tandem
Histonas
genes RNA

1% ?

- DNA repetitivo 100 copias tandem,

. = 100kb 10-15%
DNA de secuencia simple DNA satélite
DNA moderadamente repetido Minisateélite
95.40%  Transposones 20-50 copias
Retrotransposones virales 1-5kb
DNA Elementos dispersos largos (LINES) 152

Elementos dispersos cortos (SINES) L1 6 kb, 0.6:10¢ copias

movil {

Retrotransposones no virales Alu 300 pb

108 copias

. 10%
* DNA espaciador

Sin secuencia o
funcioén definida

50-55%

Enrique Castro, 2003

Clave:
ol
© PoVino

R
Y
X 3
~ ‘ﬁxﬁ
i ‘C
.03 D
r —_— —
< o
S 3
N )
3 = 3
. 2
= S
N -0
s X &
s T O g
2 & N = 3
+ 3 T = 2
g = = \1& ~|§ § eo1un eiqay eun us adalewsd anb uoiooe.4
— 3 1%
<« s E 8
2 o~ -
= 3= d
L A Q) c . 3
T i
[N gAg \
T 95
< QL
« 9]
g 5 et o
<< S -
- '

(10 10y

A

DNA Sa

1.701 (banda principal)

(v}
1.705
I

VNG 8P UOIR.1IUSIU0D

rice
Gic

Enrique Castro, 2003

102

10 10

unidades arbitrarias

107 107

107
Tiempo de reasociacion

10°

Densidad de flotacién, glem®

T ATAAACT
I RCAAATT

10.000

n



" Organizaciéon del DNA codificante

® Genes simples: Lisozima de pollo

Lisozima

no |RNA |

no4pBRNA 15%kB

T 1T T T T T Secuencias Alu

60 kB

»
-

A

® Familias génicas (clusters): -globina

codificinte\
B2 % B1
——
ey N T o n
-~ Secuencias Alu

pseudogenes”
(no funcional)

® Repeticiones en tandem: histonas y RNAs

H2A H2A H2A
H1 H3 H4 H2B H1 H3H4 H2B H1 H3 H4 H2B

DREME MU P R -
6 kB .
n=30-30 en ambos sentidos
(hebras)

\4—»15’7'93 |
— T — T — T — B —
rRNA, n>100 RNA 6S *RNA 18S *RNA 28S

tRNA, n=10-100

Enrique Castro, 2003

aquetado: cromatina

I normal .
(0.15 M KCI) I'baja
: Fibra de DNA
Fibras de_-»% R Cuentas
cromatina S en rosario
(30 nm) _ % ' (10 nm)
¥ :'-‘._ r

Nucleosoma

DNA de conexion
= 15-55 pb
sensible a nucleasa

Nucleo de histonas
octamero

5.5nm

5,96

DNA ligado
= 146 pb >
compacto, estable

|-

o 11 nm

Histona H1
mantiene el DNA conector

Enrique Castro, 2003



" Estructura del nucleosoma

Histonas: octamero
basicas (R,K) Tetramero + Tetramero
muy conservadas 2H3 2 H2A
regulables 2H4 2H2B

Acetilacion

metilaciéon
fosforilacion

/

“pinzas” para
atrapar DNA

Union a -
secuencias ricas % HeB H4

DNA unido:
Int. Electréstaticas
(surco menor)
superenrollamiento negativo
(AL=-1/nucleosoma)

Solenoide levégiro
1.7 vueltas

Enrique Castro, 2003

Metaphase
chromosome

Condensed
scaffoid
associated
form

Extended
scaffold
associated
form

30-nm
chromatin
fiber of
packed
nucleosomes

"Beads-
on-a-string” /
form of \
chromatin

Shert -
Fn, NNANNNS o
DNA double ¥
helix

A FIGURE 935 Model for the packing of chromatin and the
chromosome scaffold in metaphase chromosomes.

Enrique Castro, 2003



" Estructura de las fibras de " Estructura de los cromosomas

cromatina

DNA: 1-3-10° pb
.. L . =10 cm
180m 1 Gnica molécula linea
is Proteinas: 8-10° pb /
Histonas 46 c:ozrr;c;somas
i e s\ P. andamiaje (scaffold) =&fzm
S [ 1)) o) ) ) HMG (heterogéneas
Brazo de union D e, 4 'ﬁ /’
15-55 pb Histona H1 \,{5 v .z . P ;
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- - enrollamiento
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l il ( ’twn . cromatina 30 nm
e
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~ Estructura de los elementos
funcionales basicos del cromosoma

telomero centromero telomero

ARS

Secuencias ARS: Inicio de replicacién

Multiples a
(1/3-300 kpb) 8. A 8.
Ricas en AT ——
(facil fusién) SATTTAT-Arrr- 28
Centromeros: Unién al uso mitético
. a segregacion mltgtlca levadura
GTCACGTG ——————78-86 pb ——— TGTTTCTGNTTTCCGAA
Drosophila

GTCACATAG |———78=86 pb — TGATTATTTGATGACCGAA

Altamente repetido -

e e ACAAACT mamiferos
DNA satélite
Teldmeros: Prevenir degradacion

anclaje de reparadores

Hebraricaen TG
5' TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG 3'
3' AATCCC AATCCC AATCCC AATCCC 5" Extension 3'
Hebra rica en AC =1 kpb
L 10,53
[

;l
=1

Repeticiones teloméricas
1-50 kpb
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extension 3°

anclaje de
reparadores
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Proteccion de la

degradacioén
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lisualizacién molecular de bucles-T

Figure 1. T Loops Generated In Vitro by Human TRF2

A telomeric DNA model containing 3 kb of unique sequence DNA
followed by ~2 kb of repeating TTAGGG sequence with a 150-200
nt 3' G strand overhang was incubated with human TRF2 protein.
In (A), the sample was directly adsorbed to the carbon EM support
followed by rotary shadowcasting with tungsten. In (B), following
incubation with TRF2, the sample was exposed to psoralen and UV
followed by deproteinization, surface spreading with cytochrome
C, and rotary shadowcasting with platinum-paladium. Shown in
reverse contrast. Bar is equivalent to 1 kb.
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Polimerizacion de DNA:
caracteristicas generales

° Dependiente de molde
¥

\

;\—A—T ——= Hebra

:i?; chEG—\—\ cebadora
C=G
;ijy ® Cebador 3'OH
fat ® Direccional: 5' 3'
G
apareamiento —<T 7‘\1\‘? Jc
estable s-h / \_ﬁo
P
l o © ®dNTPs sustrato
dGTP
by
\%—Ar-'r—'%‘ 5
f—csa-\;\ i Liberacion
soc=a— 0 Q0 dePP,
SoT=A s %—T—o—sl-—cr-
?—C.Gﬁ—: o o
?.TWT PP;
N ® Alta fidelidad
dATP ® Alta procesividad
NTP+H,0 <—= NMP+PP,

G,=-31 kJ/mol
DNA,+NMP <—= DNA_, +H,0
G,= +25 kJ/mol
> DNA,,, + PP,
G,= -6 kd/mol

DNA, +NTP =

Enrique Castro, 2003

Sintesis

|

Horclmf/a.
de

" Jormau:l'dn del

Ce[:ador

cebador

" eﬁhinacrb’o del
abadov

evellens de huecos

Enrique Castro, 2003

Rep icocicn .

de & hebra retrasedo

Hebras




" Magquinaria de la replicacién

[

Vi lok 7]

teléomeros
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D 3 =
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S DNApol
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e ~ 8 Ligamiento DNA ligasa |
<5 ) % 3
§ <%
§ 3 E Elongacion de telomerasa
& S
ac

Enrique Castro, 2003 Enrique Castro, 2003



DNA polimerasas:
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lnictacton de € Leplicacron

Origen ARS 4
9 5 = 1§80 pb . - rcPc74'a'o/7¢5

—

5, 8, A B2 = Fitos eq AT

‘/'/; -¥ Multiples origenes
SATTTATArrr s 1/3-300 kpb

ATP

cde 6
ORC hexamers cdc 18
union permane/ﬂ‘e_

cdcé/ede 18 |
Co\.vqadcr de helicasa
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carga heldiomsa.
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(5") A/T-T-T-T-A-T-A/G-T-T-T-a/T (3)

Consensus ARS sequence

(@ \nac€tivo
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Cyclin-dependent kinase CDK
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Hebro
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polymerase w )
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NN 4*
~ R0

e %Q

Current Opinion in Cell Biology

Enrique Castro, 2003



helicasa
ATP-dependiente
AW ] N
molde 35

conductora

ADP+P;

RFPA a le 4-5 nue farp

. Previene retra.sada
reasocieLeion
. estimuds  helicase - ATPasa
RPA: helerstrimerice. p7, P37',fﬂ

% srtwos unos , 3opb

requlacla,
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Eliminacion del cebador
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3 5 3 s'
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3 3 5 igasa
Dna2 helicase PP, (en T4 y eucariotas) ATF (en Tdy
Mononucledtido eucariotas)

de nicotinamida (en E. col® NAD* en E. colf

-Unia’a a PCuyR

Elimiaedo W3 [RNA
re- mrﬂia—c&o'n per F’Q :/E

Enrique Castro, 2003 Enrique Castro, 2003



topologia del DNA

Replicacion
Reo r-aa.m'mcia'n de cromaline.

® Superenrollamientos positivos
delante de la horquilla replicativa
* Desensamblac - Uit
4 é‘:;ulml&lo
meum’sno’ﬂ
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® Empaquetado del DNA naciente
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Maquinarias de replicacién: comparacién

Procariotas Eucariotas

Iniciacion:

secuencia origen oriC ARS

reconocimiento del origen  DnaA ORC

cargador de helicasa DnaC cdcbicde18

helicasa DnaB 5 =2 3 MCMs 3’ =5
Desenrollamiento

union DNA monohebra SSB RPA

superenrollamiento topo Il topo Il
Cebado: Primasa RNA pol DNA pol a (RNA/DNA)
Elongacion:

sintesis de DNA DNA pol lll, niicleo DNA pol d/e

cargador de arandela complejo y RFC

arandela procesiva subunidad B PCNA
Maduracion de f. Okazaki:

eliminacion del cebador DNA pol | Rnasa H1, FEN 1,

relleno de huecos DNA pol | Dna2

DNA pol d/e

Ligado: DNA ligasa | DNA ligasa |
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Maquina de Replicacion de Procariotas

Duplex parental 5

3!
Cargador
de ’
Helicasa
DnaB
DNA pol

3’exo nucleo pol llI ——
arandela

avance de arandela

hebra conductora
avance de
hebra retrasada

avance de la nucleo pol lll
horquilla
DNA pol |
DNAligasal

Helicasa DnaB 5’---3’: hebra retrasada
Primosoma permanente
Cebador RNA
Sin cambio de polimerasa
Ensamblado en maquina molecular dimérica (subunidad 1)
Fragmentos de Okazaki largos
Maduracion por DNA pol |
DNA pol 5'=-3’

exonucleasa 3’ 2 5’ correccion)
exonucleasa 5’ 2 3’ (Okazaki)
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" Mecanismos de dafio

Errores replicativos

Despurinacion
espontanea

Desaminacion
espontanea

Alquilaciones de
bases

Oxidaciones de
bases

Aductos de bases

Dimeros de timina

Roturas de hebra
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Mal-apareamientos
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(patinado de polimerasa)
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® Nucleotido difosfohidrolasas preventivo

® Reparacion directa
fotorreactivacion: DNA fotoliasa
desalquilacion: Ot¢-alquil-guanina transferasa

L. . Sistemas de
® Mantenimiento y control de calidad jcteccion de

Fallos danos
MMR Rep. Malapareamientos« | replicativos | o5 ecializados

dependiente de metilacion
postreplicativo

Uracil-DNA
bases alteradas

BER Rep. por escision de base«— [Sitios AP
DNA-N-glucosilasas/PARP malapareamientos

. e L .. Defectos estéricos
NER Rep. Por escisién de nucleotldO\ dimeros de timina
excinucleasas

aductos de base
Mod. voluminosas

Rep. por unién de extremos no homélogos (NHEJR)

Ku/DNA-PK/PARP Y[ Roturas de
doble hebra

® Mecanismos no especificos Sin sistema de
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Rep. Translesion
DNA pol g, n, 1

Bloqueos de polimerasa

Bloqueos de polimerasa
Roturas de doble hebra
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Reparacion del DNA
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