ESTRUCTURA Y FUNCION DEL ADN

La investigacion de la bioguimica del ADN comenzé con Friedrich
Miescher en 1868, al aislar de los nucleos celulares una sustancia
gue contenia fosforo ala que llamé nucleina.



Experimento de Griffith con Diplococcus pneumoniae.

Este experimento fue uno de los primeros que demostro la existencia
en las bacterias de un «principio transformante» que provocaba la
transformacion de una cepa no patdogena en otra virulenta.

Bactenas de Inyectadas en ratones no provocan
la cepa R —» patologia y se identificaron bacterias
Baja virulencia. de la cepa R en sangre.
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Experimento de Avery, Macleod y McCarty.

Este experimento permitié demostrar que el principio transformante
enDiplococcus pneumoniae era el DNA y no las proteinas. Con ello
demostraron que el ADN es la molécula portadora de la informacion

genetica.
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Estudios y experimentos posteriores han demostrado que el ADN es el
unico componente cromosémico que contiene la informacion genética en
las células vivas.

Chargaff y col., a fines de 1940 encontraron que las cantidades de las 4
bases de los nucleotidos del ADN variaban segun el organismo y que las
cantidades relativas de ciertas bases estaban relacionadas.

Las reglas de Chargaff fueron esenciales para la deduccion de la
estructura tridimensional del ADN:

1- la composicion de las bases del ADN generalmente varia de una especie
a otra.

2- las muestras de ADN aisladas de diferentes tejidos de la misma especie
se componen de las mismas bases.

3- la composicion de bases del ADN de una determinada especie no varia
con la edad del organismo, ni con su estado nutricional ni con el ambiente.

4- en todos los ADN de diferentes especies, A=T y G=C. A partir de esta
proporcion es posible considerar que A+G= T+C



La determinacion de la estructura por parte de Watson y Crick en 1953
permitio la determinacion del mecanismo molecular de la herencia.

Postularon un modelo tridimensional con las sig. caracteristicas:

1- Existen 2 cadenas de polinucledtidos enrolladas alrededor de un
eje comun, formando una doble hélice.

2- Las 2 cadenas del ADN son antiparalelas, pero cada una forma una
hélice dextrogira.

3- Las bases ocupan el centro de la hélice y las cadenas de azucares
y fosfatos se sitlan en el exterior. La superficie de la doble hélice
contiene 2 hendiduras de ancho desigual: los zurcos mayor y menor.

4- Cada base esta unida por puentes de hidrégeno a una base de la
hebra opuesta, para formar un par de bases plano. Es un
apareamiento de bases complementarias: Y,



Modelo de Watson y Crick
de la estructura del DNA.

La molécula de DNA tiene
10,5 pares de bases y 3,6 nm
por vuelta de hélice.
Representacion
esquematica que muestra
las dimensiones de la hélice.



Cadenas complementarias
del DNA.

Dos cadenas de
polinucledtidos se asocian
mediante el apareamiento
de sus bases para formar el
DNA de doble cadena. Se
forman puentes de
hidrogeno especificos
entre Ay T,yentre Gy C.
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ESTRUCTURA
PRIMARIA

Encadenamiento entre
nucleodtidos mediante
enlaces covalentes con
el acido fosforico que
produce un éster doble
en las posiciones 5’ de

uno y 3’ del otro



ESTRUCTURA SECUNDARIA

Doble cadena nucleotidica de ordenacién helicoidal enrollada
alrededor de un eje comun.

Hacia el exterior constituye un armazon covalente hidrofilico de
fosfatos y pentosas

Hacia el interior se ubican las bases nitrogenadas siguiendo un
orden de complementariedad A=T C=G



Formas A, By Z del DNA.

Las tres estructuras que se
presentan tienen 36 pares de bases.

Es una molécula muy flexible que
puede presentar numerosas
variaciones estructurales. No tienen
ningun efecto sobre las
propiedades fundamentales.

A: hélice dextrogira mas gruesa de
11 pb por vuelta.

B: es la mas estable en condiciones
fisioldgicas. 10,5 pb

Z: hélice levogirade 12 pb por
vueltay mas delgada

Farmacos como el cisplatino, un compuesto
antitumoral forma entrecruzamientos intra e
intercatenarios en el ADN provocando una fuerte
curvatura en la doble hélice, alteracion que
impide su correcta funcion desencadenando
apoptosis.
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ESTRUCTURA TERCIARIA

La molécula de ADN en la célula se encuentra con diferentes niveles
de enrollamiento como resultado de flexiones en el eje longitudinal.

El ADN de la célula humana mide aproximadamente 2 m.

Presenta Superenrollamiento --> con proteinas histonas



El ADN es mas largo que las ceélulas que los contienen

TABLE 24-2 DNA, Gene, and Chromosome Content In Some Genomes

Total DNA (bp) Number of Approximate
chromosomes number of genas

\acterium (Escherichia coli) 4,639,221 4,405
Yeast (Saccharomyces cerevisiag) 12,068,000 161 6,200

Nematode {Caenorhabditis elegans) 87,000,000 124 18,000
Flant (Arabidopsis thaliana) 125,000,000 10 25,500
Fruit fly {Drosophiia mefanogastar) 180,000,000 13,600
Plant (Oryza sativa; rice) 480,000,000 24 RT.000
Mouse (Mus muscuius) 2,500,000,000 40 30,000-35,000
Human (Homo sapiens) 3,200,000,000 46 30,000-35,000




Como controlan las secuencias de nucledtidos las caracteristicas
de los organismos?

El vinculo directo entre los genes y las reacciones enzimaticas
(proteinas) es el ARN.

Para explicar la hipoétesis “un gen, una enzima”



El dogma central de la biologia molecular

Las flechas de linea continua indican los tipos de transferencia de
informacion que se producen en todas las células: el DNA dirige su
propia replicacion para producir moléculas nuevas de DNA; el DNA
se transcribe a RNA; el RNA se traduce en la sintesis de una proteina.
Las flechas de linea discontinua representan las transferencias de
informacion que se observan solo en algunos organismos (como
algunos virus).

Traduccion ,
——— Proteina
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El flujo de la informacion genética. Segun el dogma de la biologia
molecular, lainformacion genética se autoperpetua mediante el
proceso de replicacion y se expresa por el proceso de transcripcion,
gue produce un RNA que sirve de molde para sintetizar la proteina,
qgue, finalmente, ejecuta la funcion.




ARN

Polinucledtido intermediario entre el ADN y la maquinaria de sintesis
de proteinas

Necesidad de trasladar la informacion genética desde el nucleo al
citoplasma

Formado por una cadena de monomeros repetitivos o nucleotidos.

Los nucledtidos se unen uno tras otro mediante enlaces fosfodiéster
cargados negativamente.

Cada nucleodtido esta formado por una molécula de pentosa ribosa,
un grupo fosfato, y uno de cuatro posibles bases nitrogenadas:
adenina, guanina, citosinay uracilo.



Ribosoma bacteriano Ribosoma eucariota
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e rRNA 16S ¢ rRNA 5S e 'RNA 18S e rRNA 5S
(1.540 (120 nucledtidos) (1.900 (120 nucleétidos)
nucleétidos) ¢ rRNA 23S nucleétidos) ¢ rRNA 28S
e 21 proteinas (3.200 e ~33 proteinas (4.700
nucledtidos) nucleétidos)
e 36 proteinas ¢ rRNA 5,85
(160 nucledtidos)
® ~49 proteinas

Composicion de los ribosomas en procariotas y eucariotas.

Resumen de la composicion y la masa de los ribosomas en los procariotas y
en los eucariotas. Las subunidades ribosomicas se identifican por sus
valores del coeficiente de sedimentacion S (Svedberqg).
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La biosintesis de ARN esta catalizada normalmente
por la enzima ARN polimerasa que usa una hebra de
ADN como molde, proceso conocido con el nombre de
TRANSCRIPCION

Todos los ARN celulares provienen de copias de
GENES presentes en el ADN.

Durante la transcripcion genética las secuencias de
ADN son copiadas a ARN MENSAJERO que mantiene
la informacion de la secuencia del ADN.
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Diferentes tipos de ARN
ARN MENSAJERO: mRNA
Molécula intermediaria entre el ADN y la proteina.

Es el menos abundante, constituye del 5 al 10% de todo el RNA
Es el molde para la sintesis de proteinas o traduccion.

La secuencia de los nucleotidos del mMRNA es complementaria al
mensaje genéetico contenido en un segmento especifico del DNA.

En eucariotas se sintetiza en el nucleoplasma del nucleo celular, se
constituye un transcripto primario de elevado PM (10° Da) y, luego de
“cortes y empalmes” (splicing) de alli accede al citosol, donde se
hallan los ribosomas, a través de los poros de la envoltura nuclear.



ARN TRANSFERENCIA (ARNt o tRNA) 15%

Polinucledtido pequeino de alrededor de 75 nucledétidos.
De una sola cadena con peso aproximado de 25000 daltons.

Transporta los Aa en forma activada al ribosoma para la formacion
de enlaces peptidicos a partir de la secuencia codificada por el
MRNA molde.

Existe al menos un tipo de tRNA para cada uno de los 20 Aa
Se unen alugares especificos del ribosoma durante la traduccion

Tienen un sitio especifico ACC para la fijacion del aminoacido
(extremo 3'). En el anticodon contiene un triplete anticoddén que
permite el apareamiento especifico con los codones
complementarios del mRNA en el proceso de traduccion mediante
puentes de hidrogeno.



Estructura en hoja de trébol de
los tRNA.

Los puntos grandes
representan residuos
nucleotidicos, mientras que las
lineas azules representan pares
de bases. Los residuos
caracteristicos y/o invariables
comunes a todos los tRNA
aparecen en rojo.

En el extremo del brazo del
anticodén se encuentra el
bucle del anticodén, que
contiene siempre siete
nucleodtidos no apareados.

Pu: nucleétido purinico; Py:
nucledtido pirimidinico; G*:
guanilato o 2’-O-metilguanilato; y:
pseudouridina; D: hidrouridina.




anticodon
3 1]

2
&5
UG
3

>IC

n|:_‘
o
olnN
O
-

Papel de adaptador de
la molécula de tRNA. El
anticodon se une por
complementariedad de
bases al codon en el
mRNA. El extremo 3’
del tRNA puede unir
covalentemente un
aminoacido. En este
imagen se muestra un
apareamiento perfecto
entre las bases del
coddén y el anticodon y
se indica con numeros
las posiciones
antipararelas de los
mismos.



ARN ribosomico (ARNr o RNAr)

Es el componente principal de los ribosomas y constituye hasta un 65% de
su peso total.

Las moléculas de rRNA suelen ser muy grandes.
Combinado con proteinas para formar los ribosomas.

En procariotas, las subunidad mayor del ribosoma contiene dos moléculas
de ARNr y la subunidad menor, una.

En los eucariotas, la subunidad mayor contiene tres moléculas de ARNr y la
menor, una.

El ARNr muy abundante. 80% del ARN hallado en el citoplasma de las
células eucariotas

Desempefia tanto un papel catalitico como estructural en la sintesis de
proteinas.

Se encarga de crear los enlaces peptidicos entre los aminoacidos del
polipéptido en formacion durante la sintesis de proteinas, actia como
ribozimas
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RNA nuclear pequeno (SnRNA)
Se encuentra en el ndcleo de las células eucariotas

Tiene entre 100 y 200 nucleotidos y en la célula se une a proteinas para
formar particulas nucleares pequenas de ribonucleoproteina (snRNP)

Contribuye al procesamiento del mRNA inicial que se transcribe del
DNA, para dar una forma madura que pueda exportarse del nucleo.

En eucariotas, la transcripcidon se efectua en el nucleo, pero la sintesis
de proteinas en el citosol y eso hace necesaria la exportacion del
MRNA.

Micro RNA (miRNA)

Implicadas en la regulacién génica en los eucariotas. Son moleculas no
codificantes, de unos 22 nucleotidos que cortan o suprimen traduccion
del mRNA.

RNA mitocondrial (mtRNA)

Se transcribe a partir del DNA mitocondrial. Las mitocondrias
sintetizan sus propias proteinas (de la cadena de transporte de
electrones y la ATP sintasa



En células eucariotas las moléculas de DNA son lineales

Secuencias intergénicas
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En células procariotas las moléculas de DNA son circulares

Secuencias intergénicas

N /

Diferencias entre los cromosomas eucariotas y procariotas.

Las células procariotas presentan un unico cromosoma circular donde practicamente
toda la secuencia codifica informacidn, existiendo muy pocas secuencias intergénicas.
Las células eucariotas presentan cromosomas lineales. Estos siempre estan duplicados
(organismos diploides) y presentan una alta cantidad de secuencias no codificantes:

secuencias intergénicas e intrones.
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Hibridacion o annealing de los acidos nucleicos

Hvbrid =

duplex

Sample 2
Mix
and cool

- Duplex of
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- Duplex of
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Cuando la Temperatura es menor
a la Tm, las hebras
desnaturalizadas se aparean.

La capacidad de ambas cadenas
para hibridizar es debido a la
complementariedad de sus bases

La hibridacion es una técnica para
determinar relaciones evolutivas



Proteinas nucleares: HISTONAS

La cromatina que constituye los cromosomas eucarioticos es un
complejo formado por el ADN cromosdémico con proteinas
histonas.

Proteinas simples basicas con elevado contenido de arginina y
lisina (20-30%).

Policationicas. Globulares, solubles en agua. 11-21KDa

Unidas por enlaces ionicos al ADN originando nucleoproteinas
neutras.

Las histonas empaquetan y ordenan el DNA en unidades
estructurales Illamadas Nucleosomas constituidos por un
octamero de histonas alrededor del cual se enrollan 140 pares de
bases.



Estructura cristalografica de un nucleosoma formado por el octamero de
histonas y 146 pares de bases rodeandolo.



Octamero de histonas

s Nucleo de histonas
DNA espaciador de un nucleosoma

El «collar de cuentas» forma la cromatina

Esquema de la estructura de «collar de cuentas» de la cromatina, a partir
de una micrografia electronica. Se muestra el nucleosoma formado por el
octamero de histonas y el DNA espaciador. La histona H1 se une al DNA.
El octamero de histonas esta representado por la esfera central verde.



Niveles de organizacion de la
cromatina.

Doble hélice
de DNA

(@) En el nivel mas simple, la
cromatina es una estructura
helicoidal formada por DNA de doble

cadena. (b) EI DNA forma complejos
con las histonas, dando lugar a los
nucleosomas. Cada nucleosoma esta
formado por ocho histonas alrededor
—— de las cuales se enrolla el DNA. La
Wom histona H1 cierra el bucle formado
por el DNA alrededor del octamero.
(c) El nucleosoma se pliega y forma
el solenoide, con siete u ocho
nucleosomas por vuelta, para formar
una fibra de 30 nm; (d) que forma
bucles con unalongitud promedio de
il 300 nm. (e) El enrollamiento denso de
las fibras de 300 nm constituye la
cromatida de un cromosoma con un
espesor de 700 nm. (f) El cromosoma
metafasico esta constituido por dos
cromatidas.

Cromosoma
completo en
metafase




{a) ADN de doble hélice

AN OGNNSO LA NS LN i 2 nm
{b) Cromatina en forma de “cuentas de collar”

{c}

30 nm

~0.25 pm

(e)

0.84 um

),84 um




Modelos de replicacion. Los tres posibles modelos de replicacion
son la replicacion conservativa, semiconservativa y dispersiva

DNA
parental

Conservativa Semiconservativa Dispersiva




Replicacion Celular del ADN
In VIVO
La replicacion del ADN es la

duplicacion semiconservativa
de la cadena de ADN

Tipicamente, el proceso
celular de replicacion demora
solo unas pocas horas.

La replicacion de ADN es
semiconservativa (una hebra
del ADN es usada como
molde para la sintesis de una
nueva hebra de ADN)

Este proceso ocurre con una
tasa de error muy baja (en
promedio 1X 10 )

Aproximadamente una docena
de enzimas artncnRIan en la
replicacion del AD




DUPLICACION O REPLICACION
DEL DNA

Se copia totalmente

Se copian por separado las 2
hebras del DNA

MODELO DE REPLICACION
SEMICONSERVATIVA

Las 2 hebras de DNA gque estan
apareadas formando la doble
hélice se abren y a medida que
las cadenas se separan sirven
de molde para la sintesis de
una nueva hebra
complementaria.
Complementariedad de las
bases.

Cada una de las 2 nuevas doble
hélices formadas conservan
una hebra vieja y se agrega una
nueva : SEMI- CONSERVATIVA

Parent

strand

Dhau g hter
strands

Parent
strand




Cadena patron

Cadena patron

Cadena nueva

Cadena nueva

Cadena patron

El apareamiento de bases es clave para una correcta replicacion. (a) Para la replicacién de
una molécula de DNA primero es necesario que se separen las dos cadenas que forman la
doble hélice;cada cadena sirve de molde para la sintesis de una nueva cadena
complementaria. (b) Las bases de las cadenas patron exponen sus grupos dadores y
aceptores de puentes de hidrégeno permitiendo que nucleétidos libres se alineen de
forma adecuada. Las enzimas DNA polimerasa catalizan la formacion de los enlaces
fosfodiéster entre los nucledtidos s6lo cuando el apareamiento de bases es el correcto,
obteniéndose una cadena nueva que es antiparalela y complementaria a la cadena patron.



DNA molde
RNA cebador que al unirse activa la polimerasa

Nucleotidos trifosforilados activados: dATP, dGTP,
dTTP, dCTP

DNA polimerasa (RNA dirigida) direccion 5’ 3’
DNA ligasa

Primasa

Helicasa

Girasas

Topoisomerasa

La enzima DNA polimerasa solo agrega nucleotidos
trifosforilados al extremo 3 de la hebra en
elongacion.
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Horquilla de replicacion.

En una horquilla de replicacion, las dos cadenas de DNA recién sintetizadas
tienen polaridad opuesta.

DNA parental

Direccién de replicacion

La enzima DNA polimerasa soOlo agrega nucleoétidos trifosforilados al extremo 3" de la
hebra en elongacion.



Fragmentos de Okazaki

P pp——"

Direccion del movimiento de la horquilla

Cadenas de DNA
recién sintetizadas

Como ambas cadenas se sintetizan en direccidon 5> — 3’, la cadena retrasada del DNA se
forma inicialmente como una serie de cadenas cortas de DNA que luego se unen entre
si. En la parte superior de esta figura se representan dos horquillas de replicacion que
se mueven en direcciones opuestas; la parte inferior representa las mismas horquillas
poco tiempo después. Para sintetizar la cadena retrasada, la DNA polimerasa debe
«volver hacia atras»: sintetiza fragmentos cortos (fragmentos de Okazaki) en la
direccion 5’ — 3’, y luego se mueve en direccion opuesta a lo largo de la cadena molde
(hacia la horquilla) antes de sintetizar el nuevo fragmento.



DNA girasa

Apertura de la hélice. La DNA helicasa se une al molde de la cadena retrasada en cada
horquilla de replicaciéon y se mueve en direccion 5’ — 3’ a lo largo de esta cadena, en la
gue rompe los puentes de hidrogeno y desplaza la horquilla de replicacion. A
continuacion, las proteinas de unién a cadena sencilla (SSBP) estabilizan el DNA de
cadena sencilla. La DNA girasa alivia la tension préxima a la horquilla de replicacion.




conductora

Direccién de movimiento de’ S
la horquilla de replicaciéon

Fragmentos —Y——/(

de Okazaki 5’3

Hebra
5’ rezagada

ligura 22.3.- Sintesis de ADN en direccion 5'-3" por la ADN-polimerasa

OKASAKI: replicacion discontinua

Una hebra se replica rapidamente y en forma continua (la hebra
3’-5’) y la otra se replica en fragmentos discontinuos.

La sintesis de los fragmentos es en sentido contrario al avance
de la horquilla de replicacién (hebra 5°-3’)




DNA girasa

Helicasa

Sintesis de DNA

Cadena lider

Primer para la cadena retrasada

Primer para la cadena retrasada

Continuacioén de la sintesis de DNA

Cadena lider Cadena retrasada

Cadena retrasada Cadena lider

Actividad de la primasa y la DNA polimerasa en el proceso de replicacién. La primasa
sintetiza fragmentos cortos de nucleétidos de RNA, aportando asi un grupo 3’-OH al
gue la DNA polimerasa puede afiadir nucleétidos de DNA. Sobre la cadena lider, donde
la replicacidn es continua, solo se requiere un primer en el extremo 5’ de la cadena de
nueva sintesis. En la cadena retrasada, que se replica en forma discontinua, debe
producirse un primer nuevo al comienzo de cada fragmento de Okazaki.



TRANSCRIPCION:

sintesis de los distintos tipos de RNA a partir de
determinados segmentos de DNA

Sb6lo una cadena del DNA se usa como molde

Se requiere:
DNA molde
Sin RNA cebador

Nucledtidos trifosforilados activados :Unidades de
construccion y fuente de energia

Sin ligasa

Enzima especifica: Transcriptasa o RNA-polimerasa-
DNA dependiente



@) GB"CGCTATAGCGTTT (3) «— Secuencia que corresponde al gen
B)GCGATATCGCA A A(5) «—— Banda de DNA molde

G’)6 CGCUAUAGCGUUU@®3) Transcrito de RNA

El rna se transcribe a partir de una sola banda. (a) Se denomina gen a la
secuencia que coincide con el RNA transcrito. (b) Cualquiera de las dos hebras
del DNA puede servir de molde. La direccion de sintesis siempre sera 5’-3’.



Se realiza en el ndcleo durante la interfase
La doble hélice se escinde temporalmente

Sobre la cadena molde se van uniendo los ribonucledétidos

complementarios

La RNA polimerasa cataliza la union entre los nucleotidos

adyacentes con pérdida del grupo pirofosfato

Tanto en procariotas como en eucariotas:

ARNmM, ARNr, ARNt luego de su sintesis sufren en el nucleo
modificaciones postranscripcionales, maduracion, como cortes

especificos, adicion de secuencias en ambos extremos.

Luego salen al citoplasma



Transcripcion, maduracion y traduccidon en eucariotas

transcripcion  — maduracion —  frasnsporie
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Codigo genetico como un idioma

las letras son las 4 bases A, U, C, G

las palabras son agrupaciones de 3 letras o tripletes de
bases, [lamadas codones en la molécula del ARNm

los objetos designados por dichas palabras son cada
uno de los 20 tipos de aminoacidos que componen las
proteinas.

La informacidn reside en la secuencia de bases y esta
“escrita” en un codigo propio al que llamamos cdodigo
genético.

Una secuencia determinada de nucledtidos puede
codificar una secuencia definida de Aa.



Si un Aa estuviera codificado por 1 base 4 Aa.
2 bases —— 42=16 combinaciones

Si las bases se combinan de a3 ——64 combinaciones
diferentes que codifican a los 20 aminoacidos.

Los 44 codones restantes son codones sindnimos.

El cdédigo genético emplea codones diferentes para
nombrar a un mismo aminoacido.



La mayoria de los aminoacidos estan codificados por mas de 1 codon:
codigo degenerado.

SEGUNDA BASE

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

Ile
Ile
Ile
Met, Start

PRIMERA BASE
3SvE vy3ou3l

Val
Val
Val
Val




Lodigo Genetico

Q}-E:n

1’#
a0 ‘
f.
ﬂaﬂﬂu Amir _

P.' =

ARN :"ﬂﬂﬂlﬂﬂ
A' 'ﬁ'ﬂlcﬂﬁlcﬂl

A

C C C




UGA, UAG y UAA: codones de terminacion o stop.
AUG: Codon INICIADOR

CARACTERISTICAS DEL CODIGO GENETICO

64 CODONES O TRIPLETES DE BASES.

61 CODONES CODIFICAN PARA Aa

3 CODONES FUNCIONAN COMO SENALES DE TERMINACION
NO ES AMBIGUO: CADA CODON ESPECIFICA UN SOLO Aa

ES DEGENERADO: UN Aa PUEDE ESTAR CODIFICADO POR
MAS DE UN CODON

UNIVERSAL EL MENSAJE SE INTERPRETA DE LA MISMA
FORMA EN TODOS LOS ORGANISMOS

UTILIZA UN MARCO DE LECTURA AL INICIO Y NO LO
MODIFICA

NO SE PRODUCE SOLAPAMIENTO





