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. Sobre cudl cadena se coloca la
helicasa dnaB?

. Cuadl es la cadena discontinua?
¢.Sentido de esta horquilla de
replicacion?



Fidelidad de la Replicacion

Enzyme adds base to growiristrand

5 oH 3"
O OC) O Y

primer
strand

template
strand

Enzyme moves on i new bass s corec POLIMERIZANDO EDITANDO
>

Actividad POLIMERASA Actividad EXONUCLEASA
52> 73 3> 5

Base is hydrolyzed and expelled if incorrect

Ertualtext www €7GQIt0 com




Todas las DNA polimerasas tienen capacidad de corregir errores:
actividad exonucleasa 3° =2 5°.
Solo la DNA pol III es procesiva y altamente catalitica (Replicasa)

L AN
m &
)
|

DNA polymerase
| Il 11

Structural gene* polA polB polC (dnak)
Subunits (number of different types) 1 7 =10
M, 103,000 88,000° 791,500
3'=5" Exonuclease (proofreading) Yes Yes Yes
5'—=3" Exonuclease Yes No No
Polymerization rate (nucleotides/s) 16-20 40 250-1,000
Processivity (nucleotides added

before polymerase dissociates) 3-200 1,500 =500,000

Solo la DNA pol I posee actividad exonucleasa 5° = 3°. Esto le da la
posibilidad de eliminar cebadores de RNA.

Lehninger, p. 982



Procesividad de la DNA polimerasa |l

La subunidad B forma una abrazadera unida a cada
subunidad catalitica, dando PROCESIVIDAD a la DNA pol

PROCESIVIDAD significa polimerizar sin soltar el DNA
molde a lo largo de muchos nucledétidos (>500,000)

El complejo y ayuda a
posicionar una abrazadera
sobre cada hebra de ADN

sliding clamp



Se dimerizan dos subunidades cataliticas que actuan
simultaneamente para ambas cadenas en la Horquilla

\ DnaB Ambas sintetizan DNA en
el sentido 5’ 2 3’ Por eso

la cadena rezagada debe
T voltearse

o N

Replisoma

Cadena Rezagada

. (discontinua)
Cadena Lider (continua)

X31dNO0D A

Fijalkowska et al., 2012






Terminacion de la Replicacion

La terminacidn es esencialmente diferente entre
procariontes y eucariontes

La razén de esto radica principalmente en el tipo
de molécula de DNA (circular vs lineal) y su
estructuracion

En bacterias, opuesto al OriC hay
secuencias de terminacion (Ter)
Orientadas para cada horquilla y
reconocidas por proteinas Tus




Los DOS circulos de DNA quedan @
enlazados (concatémeros) | P

o)
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Replicacion de DNA en EUCARIONTES + Inicio =

< Elongacién

Similitudes con < Terminacidon =
b ac t e ri a: a The proteins Mcm2-Mcm7

= Semi-conservativa

= Bi-direccional 1
Nucleosomes positioned

= Cebadores de RNA and phased l_ ,

- D N A p ') | | merasas lgl;;l_enc;sl?g@f\ree region flanked

DIFERENCIAS:

b The nucleic acids

RNA primer: A exonuclease resistant Replication fork:

7]y ’ Single-stranded DNA: | can be arrested
= Mdltiples origenes asled by pramer/ ———— << ,i\d;m?o;te’;
extension — 'Small nascent leading strands: of initiation
[ ] DOS repllcasas /800—1,500 bp from ogrigin % \.
. %— Okazaki fragments:

| rom N 50-350 bp genome-wide

Cro atina , o //
= Terminacidon-Teldbmeros 1 ,

I
Replication bubble: can be trapped in gelling agarose

Nature Reviews | Genetics
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Origin

Origin

T T

Movement of
replication fork

ity

Replication

bubbles

Replication
bubbles

Origin

T T T

D 4/%'%\ L e

:

T T T T TTTT

T T T T TTTTTTTT

(a)

Cada cromosoma tiene
varios origenes

La replicaciéon para cada
origen inicia en diferente
momento

Los origenes no tienen
una secuencia
conservada

El elemento que
identifica los origenes es
ORC (complejo de
reconocimiento del
origen)

La replicacién es
bidireccional para cada
origen



On your marks...

5" rereren Sl v La activacién de los
3' 5' ,
iy origenes depende de la
” . regulacion del ciclo
ORC 1 '
3’ & :7...,WS

cellular

CDCé6 1 CDT1-Geminin

MCM9

Durante la interfase y
previo a la fase S se
forman complejos pre-
replicativos en los

» ] o v
Pre-replication complex Orlgeﬂes

CDC45, TOPBPI, GINS,
SLD2, treslin, GEMC), MCMIO,
CDKs, DBF4 and RPA

Steady... Preinitiation complex

Poké:and Pel-a Esto lo veremos con detalle mucho
o Initiation complex mas adelante en el curso

Nature Reviews | Molecular Cell Biology




Las horquillas de replicaciéon son similares a las
bacterianas, pero intervienen mas proteinas

[—
——

PCNA | DNA pol &

-5
, | GINS
Hebra Guia =~ P .
N Helicasa
FPC, Claspin, 4
And1, RFC, etc... ) mMcu
Chk1 E )
activation —

o
Cdc45

ATRIP( de

Nebra Retrasada
DNA pol &

PCNA tiene un rol muy importante:
Abrazadera que brinda procesividad a las DNA polimerasas
* Andamio para reclutar otras proteinas involucradas en replicacion
* Ayuda a la formacién de cromatina
* Promueve asociacion entre las cromatidas

-

PCNA

Cebador RNA



Nivel estructural complejo: Formar Cromatina

H2A H2B dimer

Se necesita la deposicion de Histonas
® para las DOS dobles hélices hijas. Se
?{O\\ utilizan las Histonas parentales y NUEVAS
) rephcatlon fork
C~—
3?\6 -
H3-H4 tetramer g{

cée\
P~)

CROMATINA
PARENTAL




Chaperonas reclutadas por PCNA se encargan de
posicionar los nucleosomas en las cadenas hijas

NAP-1 loading H2A-H2B dimer

sliding clamp

CAF-1 loading newly
synthesized H3-H4 tetramer



Las modificaciones de histonas parentales se heredan
a las nuevas (mantener la herencia epigenética)

-
/m
SO~ =
Modificaciones de Histonas —

en el DNA parental

La mitad de las histonas en los ~ Restablecimiento de las

nuevos nucleosomas lleva la modificaciones para todas las

modificacién parental histonas de los nuevos
nucleosomas mediante
complejos lectores - escritores




Replicacion del ADN:
en E. coli vs. en células humanas

E. coli Cél humanas
Cantidad de DNA, pb/ cél. 4.2x10° 10°
Velocidad avance horquilla pm/min 30 3
Velocidad de replicacion, nt / seg 750 60-90
Numero de origenes de replicacion
/ célula 1 103-104
Tiempo 1 replicacion gendmica (hs) 0.27 38

Tiempo 1 division celular (hs) 0.33 24



La terminacién de la replicacion eucarionte es un
problema

. Cada uno de los dos
extremos 5’ en cada

end

replication

sl cromosoma queda
incompleto al remover el
ultimo cebador de RNA

A mayor niumero de
divisiones celulares,
teldbmeros mas cortos




Terminacion de la Replicacion Eucarionte

Missing DNA on
lagging strand

L Extremo 5" incompleto para la hebra

o ad , sintetizada de novo

Telomerase with its |

own RNA template .
La Telomerasa es una DNA polimerasa

W"" ic SicfAJAjUicic cﬁ que utiliza RNA como molde y extiende
T G G A

la cadena de DNA ORIGINAL

\ |
#‘_} El RNA es parte de la Telomerasa y
5 . sl
|l“““ 2 Riatel’ es complementario a las ultimas

SRS ala . \ bases del DNA desapareado

RNA primer ‘
i i .
e Se fabrican cebadores sobre la cadena

| extendida y la DNA polimerasa copia el
v teldbmero, alargado por la telomerasa

|

Sliding clamp

DNA polymerase

® 2011 Pearson Education, Inc.



1 RNA
7] proteina

Telomerasa  Ribonucleoproteina:

remainder of

telomerase protein
telomerase RNA P

“fingers”

region of
telomerase RNA
used as template

“palm” - active site
of telomerase
protein

’ newly

rest of synthesized (& “thumb”
chromosome telomere
DNA

Telomerasa activa

Hair follicle bulbs

Basal layer
of the skin

s Lymphoid tissue

Prostate tissue
Endometrium

ost somatic tissues




