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REPLICACIÓN

Que el DNA pueda ser expresado significa que puede sintetizar moléculas que sirvan para la función de la célula, por ejemplo puede sintetizar ARN mensajero que puede ser traducido para formar proteínas. 

Todas las células tienen la misma información genética, pero no todas expresan la misma información. Y solamente se replica el DNA cuando hay estímulos de proliferación, si no hay estímulos de proliferación y hay un daño en el DNA ese daño debe ser reparado, pero ahí hablamos de síntesis de DNA y no de replicación.

Si irradiamos el DNA con luz ultravioleta se forman dímeros de timina, y esos dímeros de timina tienen que ser reparado, entonces ahí hay mecanismos para degradar esa porción que esta dañada y nuevamente resintetizarla, pero no hay replicación; replicación es solamente cuando hay duplicación completa del material genético y eso es solamente cuando hay proliferación.

Entre las características de la replicación hay una que ya vimos y dijimos que era semiconservativa. Mediante experimentos quedó demostrado que la replicación era semiconservativa en bacterias, y posteriormente se demostró que también en eucariontes la replicación era semiconservativa. Este experimento consistió en agregar bromo de oxiuridina (análogo de la timina) en el momento que el DNA se iba a duplicar.

Nosotros vimos ya que entre los nucleótidos que se necesitan para la replicación estaban dATP, dGTP, dCTP, dTTP; como la timina sólo esta en el DNA, a veces se coloca solamente TTP. 

Pues bien la deoxiBromo uracilo. Por tanto la diferencia es que en vez de timina tenemos Bromo el cual se coloca por dos generaciones, entonces si la replicación es semiconservativa, las hebras se separan y la hebra complementaria va a incorporar Bromo de oxi#&%*+, ¿bromo de cuánto?, de oxiuridina. Esto se hace por dos generaciones y luego se tiñen los cromosomas en metafase, qué ventaja tiene esto; como existen anticuerpos contra la bromo de oxiuridina (anti bromo de oxiuridina), uno los agrega y posteriormente se agregan un segundo anticuerpo acoplado a un fotocromo: entonces de esa manera podemos detectar donde se incorporó la bromo de oxiuridina(dBru), si la replicación es semiconservativa deberíamos ver solamente reacción con el fotocromo en una cadena, y si nosotros hacemos esto en una segunda generación deberíamos tener un cromosoma teñido completamente con dBru y que tenga solamente una fibra teñida, de esa manera con estos dos experimentos, el primero en que se utilizo para bacterias el nitrógeno pesado y para eucariontes el análogo de timina se pudo demostrar  replicación era semiconservativa tanto para procariontes como para eucariontes y ahí se trato de identificar las enzimas responsables de esta duplicación. 

EN 1964 Konberg utilizando un extracto de bacteria agregó todos los desoxi correspondiente y éste(TTP) lo marcó radiactivamente con p32 en el fosfato alfa y trato de identificar si se encontraba alguna actividad que incorporara este nucleótido radioactivo al DNA.  Encontró que midiendo una actividad TCA (tricloroacetico) insoluble, que es un compuesto que sintetiza proteínas o DNA, si encontraba éste nucleótido  en el pellet significaría que se estaba sintetizando un nuevo DNA. Esta actividad la llamo DNA polimerasa.

Este extracto lo utilizo para después sintetizar la enzima. Como fue la primera, la llamo DNA polimerasa1.

Por mucho tiempo se pensó que era la única DNA polimerasa capaz de replicar, pero posteriormente se encontró una mutante e.coli que no la tenía pero sin embargo era capaz de replicar (DNA polimerasa 2 y 3) que eran las responsables de la replicación en procariontes. En eucariontes tienen otra denominación que se llama DNA polimerasa alfa, beta y gamma, incluso ahora apareció otra más distinta a estas. Características: todas solo elongan cadenas, solo pegan nucleótidos a cadenas ya existentes, no son capaces de iniciar cadenas y siempre en el sentido 5’3’.

Como las cadenas son antiparalelas si una en 5’3’, la otra será 3’5’por tanto si tenemos estas dos cadenas de DNA, solo se producirá la elongación en la segunda

          5---------------3         5---------3
          3-------5

        3--------------5

Entonces ¿Cómo se inicia la replicación si el DNA polimerasa no inician replicaciones, y como se sintetiza la cadena complementaria?

OKASAKI aisló intermediarios de la replicación que eran híbridos entre RNA y DNA, entonces ahí se despejo la primera pregunta. La síntesis de RNA la inicia la RNA polimerasa que no tiene problemas para iniciar cadenas entonces cuando se inicia la replicación se sintetiza RNA y después la DNA polimerasa tiene un orden. Pero se preguntaran uds como se elimina el RNA puesto que estamos generando DNA y no RNA. Para esto existen mecanismos que eliminan el DNA y lo reemplazan por DNA.

La DNA polimerasa agrega un nucleosido tri fosfato al extremo 3’OH, queda unido y se libera pirofosfato que se hidroliza a fosfato. Hay un ataque nucleofilico de fosfato al 3’OH.

El nucleótido que entra de pende del nucleótido de la cadena complementaria, por tanto también existe un código de seguridad. Pues dependiendo de si el lugar del error es o no funcional, por lo que es importante que la enzima sea capaz de reconocer el error y corregirlo, a  esta actividad se le llama correctora, en la cual la enzima rompe la cadena en el lugar del error y coloca el nucleótido que corresponde.

En la replicación la hebra que va de 5’a3’ se llama conductora, pero la otra debe sintetizar pequeños RNA que luego es elongado que se sucede de actividad RNAasa por las DNA polimerasa, recibe el nombre de discontinua o retardada que se sintetiza a través de los fragmentos de okasaki. La DNA pol 2 no se conoce su función.

La DNA polimerasa 3 es la que elonga los fragmentos de RNA, posteriormente se cambia por la DNA pol1 que termina de  elongar los fragmentos de okasaki e hidroliza el ARN. Para que los fragmentos se unan se necesita una actividad DNA ligasa  que une los fragmentos de OK cuando quedan uno al lado de otro desarrollada por la DNA ligasa. Existen otras proteínas que separan las hebras y otras que son las que sintetizan los RNA que corresponden a la RNA primasas que es una ARN polimerasa

Primosoma : complejo que sintetiza el RNA

Reprisoma: todas las proteínas que están permitiendo que el DNA se vaya replicando

AL separarse las hebras se produce un enrollamiento de las cadenas cuya tensión se rompe por acción de la topoisomerasa

CARACTERISICAS

1.semiconservativa

2.es semidiscontinua: una cadena se sintetiza en forma continua y otra en forma discontinua a traves de los fragmentos de OK

3.en procariontes existe un único origen de replicación que comienza en un punto que se conoce como ¿? mientras que en eucariontes son muchos los orígenes de replicación

4.ES bidireccional tanto en procariontes como en eucariontes

En procariontes la duplicación se demora aproximadamente 15 20 minutos, Cuánto creen ustedes que se demora en una célula eucarionte ¿siglos, años, meses, días? En un ciclo típico la mitosis se demora aproximadamente una hora, g1 varia según las condiciones de 6 a 8 horas, la fase S se demora 8 horas en condiciones ideales y el resto de tiempo es en g2.

El hecho de que en eucarionte sean varios los sitios de comienzo de replicación hace que el ciclo se demore mucho menos de lo que realmente debería demorarse 

EN las células embrionarias donde la replicación es mucho más rápida hay muchos mas orígenes que se activan en determinadas condiciones. EN el común de las células no todos los orígenes se activan siempre pero en las células embrionarias son muchos mas los que se activan cuando se va a replicar

Las células ETA fueron las primeras que se lograron mantener en cultivo por muchas generaciones en los años 80 y se utilizan hasta nuestros días

Cuando un cromosoma de e.coli se va a replicar se separan las hebras y se forma lo que se conoce como ojo replicativo o burbuja de replicación que se debe a que proteínas se unen en ese punto y separan las hebras y estas cadenas sirven como molde para las hebras complementarias, para ello se debe sintetizar RNA complementaria en la hebra discontinua.

Deben tener mucha imaginación pero para la próxima clase les traigo mejores transparencias

