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1. Duplicacion del ADN y ciclo celular

La duplicacién del ADN es un proceso que ocurre en las células durante la fase S del ciclo celular.
El ciclo celular se divide en dos fases: mitosis e interfase. La interfase que es de nuestro interés en
este caso se divide en fases G1, S y G2. Luego de esta ultima se ingresa a la mitosis para dar origen
a dos células genéticamente idénticas, si el proceso de replicacion del ADN fue correcto.

En el control del ciclo celular participan diferentes factores
Cdk: kinasas dependientes de ciclinas (constante)

Ciclinas: varian a lo largo de ciclo

CAK: kinasas activadoras de Cdk

CKTI: inhibidores de Cdk

Cdc: proteinas de genes cdc (ciclo de division celular)
Ubiquitina ligasa: degradan ciclinas y otras proteinas: SPC, etc
proto-ongenes: p27, p53, Myc.

Receptores de factores de crecimientos y mitogenos

A su vez el ciclo celular tiene lo que se conocen como "check points". Estos son puntos en los que
se controlan algunas variables y de hallarse en su valor adecuado, el ciclo continua sino se produce
la apoptosis. Estos son:

Check point G1-S: Relacion ADN-volumen celular:
Check point S-M: todo el ADN debe estar duplicado y no haber horquillas de duplicaciéon.
Check point: metafase-anafase: Cinetocoros unidos a microttibulos:

La figura siguiente ilustra el ciclo celular.
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Ante un estimulo (?), se produce el aumento de la concentracion de la ciclina G1, que al alcanzar
cierto valor estimula a una Cdk la que estimula la acumulacion de la ciclina G1S. Esta tltima al
llegar a cierto valor estimulara otra Cdk que por un lado estimulara la acumulacién de la ciclina S y
por otro lado inhibe la ciclina G1. La acumulacién de ciclina S conduce a la estimulacién de una
Cdk que inhibe a la ciclina G1S y estimula la acumulacion e la ciclina M, que activara la ultima
Cdk. De esta manera se va impulsando el ciclo. Cada Cdk activa factores que permites iniciar la
sintesis del ADN, la unidn de microtibulos a cinetocoros de cromosomas y su separacion hacia los
polos de la célula para la posterior division.

Existen tres check points. Basicamente podriamos resumirlos asi.

Check point G1-S: Relacion ADN-volumen celular. Mientras el citoplasma es pequefio en relacién
al nicleo no se activa la Cdk dependiente de ciclina G1S y por lo tanto no comienza la fase S y por
ende la replicacién. Cuando el citoplasma es grande para el nicleo se activa la Cdk que conduce a
la fase S, se comienza a replicar el ADN,

Check point S-M: mientras haya horquillas de duplicacion en el ADN no habra activacién de la Cdk
que conduce a la fase G2. Se chequea si todo el ADN debe esta duplicado y no hay horquillas de
duplicacién. Una vez terminada la duplicacion de ADN se comienza a acumular ciclina M

Check point: metafase-anafase: se unen microttibulos a cinetocoros no se progresara a la mitosis

2. Duplicacion o replicacién del ADN:

Generalidades: El proceso de duplicacion o replicacién del ADN ocurre durante la fase S del ciclo
celular, previo a la realizacion de la mitosis. Se trata de un proceso extremadamente complejo en el que
participan una gran cantidad de factores y enzimas. Se dard una descripcion muy simplificada del
proceso.

Las enzimas que participan en el proceso de copia del ADN tienen la particularidad que se desplazan
sobre la hebra que utilizan como molde, en el sentido 3' a 5'. Como consecuencia van sintetizando una
hebra complementaria en el sentido 5' a 3'. En el proceso de sintesis se copia una hebra nueva sobre
una de las hebras de la molécula madre. Al final del proceso cada nueva molécula de ADN tiene la
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mitad de la molécula que le dio origen. Por lo anterior se dice que la duplicacion es semiconservativa.
Descripcion del proceso: se iran describiendo los pasos representados en la figura 15.13. En el primer
paso la molécula de ADN se separa gracias a la accion de la proteina desenrolladora o helicasa. Esta
enzima inestabiliza los enlaces puente de hidrogeno entre las bases nitrogenadas produciendo la
separacion de las hebras y formando de esta manera una burbuja o ampolla de duplicacién en la que
quedan expuestas las bases nitrogenadas.
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Figura 15.13 - replicacion del ADN

Luego de la accion de la helicasa comienza a actuar la primasa o0 ARN polimerasa, enzima que cataliza
la formacion de ARN. Como se mencion6 anteriormente esta enzima lee la hebra utilizada como molde
en el sentido 3' a 5' y sintetiza una cadena en el sentido 5' a 3'. Utiliza como sustratos nucleotidos
trifosfato (ATP, CTP, UTP y GTP) incorporando nucle6tidos monofosfato y liberando pirofosfato. Por
cada nucleotido que se incorpora se gastan por lo tanto 2 enlaces macroérgicos. Esta enzima sintetiza
una porcion de ARN llamado "primer" o cebador.

Luego de la sintesis del "primer", la enzima primasa da lugar a la ADN polimerasa, enzima que a
continuacién del "primer" sintetizard ADN, en el mismo sentido que lo venia haciendo la primasa. Esta
enzima utiliza desoxinucle6tidos trifosfato (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), incorporando
desoxinucleétidos monofosfato a la cadena en formacién, ligandolos por enlace 3'-5' fosfodiéster. Esta
enzima sintetiza ADN hasta completar la burbuja de duplicacion. Se necesita luego la accién
nuevamente de la helicasa que amplia la burbuja de duplicacién. De esta manera la ADN polimerasa
puede continuar la sintesis en el sentido que lo venia haciendo.

Para completar los extremos 3' de la burbuja se necesita la accion nuevamente de la primasa que forma
un primer, a continuacién del cual una nueva molécula de ADN polimerasa completa con ADN la
porcion restante. De esta manera sobre una hebra, utilizada como molde, a partir del sitio en que se
inici6 la duplicacion se producen dos procesos: en el sentido 3' a 5'la ADN sintetiza ADN en forma
continua, esta es la hebra conductora o guia. En el sentido 5' a 3' se sintetiza de a porciones compuestas



por un "primer" y luego ADN, llamadas fragmentos de Okasaki. La porcion de ARN de estos
fragmentos es luego eliminada por la accién de una nueva ADN polimerasa que posee dos actividades
enzimaticas: ribonucleasa que hidroliza ARN y ADN polimerasa que sintetiza en su lugar ADN. Luego
de la accion de esta enzima cada hebra de la molécula madre queda copiada , salvo que quedan algunos
enlaces 3'-5' fosfodiéster por formar entre los fragmentos. La accién de una enzima llamada ADN
ligasa cataliza la formacion de estos enlaces completando la copia del sector.

Este proceso continua desde el punto de iniciacion ampliando la burbuja de duplicacion hasta
completar el proceso y tener asi dos moléculas idénticas a la que le dio origen.

2.1. Enzimas involucradas. Detalles

En realidad el proceso de sintesis de ADN es muchisimo mas complejo y participan numerosas
proteinas que en primer lugar nombraremos

Helicasa

Topoisomerasa I

Topoisomerasa II

Proteina fijadora de ADN monocatenario (RPA: replication protein A)

ADN polimerasa alfa (unida a primasa): actia en el inicio de la duplicacion. La subunidad primasa
forma un segmentos de poliribonucleotidico de una decena de nucleétidos y luego actia la actividad
DNA polimerasa que sintetiza a continuacion una cadena corta de desoxirribonucleétidos.

ADN polimerasa beta: participa basicamente en la reparacion de la cadena de ADN.

ADN polimerasa gama: participa en la replicacion mitocondrial

ADN polimerasa delta: participa en la progresién de la duplicacion luego de la accion de la ADN
polimerasa alfa.

ADN polimerasa épsilon: participa en procesos de reparacion de ADN.

Factor de replicacion C (FRC)

Antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA)

Ribonucleasa H1

Ribonucleasa FEN1

Telomerasas

Veremos algunos detalles a continuacion

2.1.1. Helicasas

Son enzimas dependientes de ATP. Existe una gran variedad, de las cuales se citan algunas que
como se vera comparten propiedades

ATP-dependent RNA helicase DDX3X (000571)

Involucrada basicamente en transcripcion, maduracion del mRNA, exportacion y traduccion.
Requiere ATP para su funcién al que hidroliza a ADP y P

Transcriptional regulator ATRX (P46100)
participa en replicacion

ATP-dependent RNA helicase A (Q08211)

desenrolla dobles hebras de ADN y ARN en direccion 3'->5'. Se halla en nucleo y citoplasma,
pudiendo cambiar de uno a otro. La fosforilacién y metilacion de residuos modifica su ubicacién
(nucleo citoplasma) y la union a RNA doble hebra.

2.1.2. DNA polimerasa

Como se ha visto existen diferentes tipos que actian en diferentes etapas de la duplicacion


http://www.uniprot.org/uniprot/Q08211
http://www.uniprot.org/uniprot/P46100
http://www.uniprot.org/uniprot/O00571

DNA polimerasa alfa subunidad catalitica ()

Forma parte del complejo alfa polimerasa y es responsable del inicio de la replicacion. El complejo
de la alfa polimerasa estd compuesto por la subunidad catalitica POLA1/p180, la subunidad
regulatoria POLA3/p70 y dos subunidades primasas PRIM1/p49 y PRIM2/p58. El complejo es
reclutado en la horquilla de duplicacion por la interaccion de MCM10 y WDHD1

La subunidad primasa inicia la oligomerizacion de un primer de RNA y luego la subunidad alfa lo
elonga y luego transfiere su funcién a la polimerasa epsilon y delta

POLA1 no tiene actividad de 3' exonucleasa y no puede hacer correcciones ante errores de
replicacion.

Es inhibida por nucleétidos de purina como cladribine, clorafaramine, fludarabine, etc , usados
como antineoplasico.

DNA polymerase subunits beta (P06746)

Tiene actividad en reparacion, con actividad escision-reparacion. Puede hidrolizar el fosfato
ubicado en 5' (actividad 5' deoxinucleétido-5-fosfato liasa) y puede realizar una unién 3'->5'. Actia
en general reparando y colocando un nucle6tido, mas que de manera continua.

DNA polymerase subunits delta (P28340)

Encargada de la progresion de la duplicacién luego de la accion de DNA polimerasa alfa/primasa.
Tiene actividad polimerasa 5'->3' y actividad exonucleotidica 3'->5' por lo cual puede producir
eliminacion de una base colocada y su reemplazo, teniendo poder reparador de errores. participa en
la construccion de fragmentos de Okazaki. Actiia en conjunto el antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) y con el factor de replicacion C (RFC).

Alteraciones del gen estan asociadas a cancer colorrectal y cirtas hipoplasias de mandibula.

DNA polymerase subunits gama (P54098)

Se asocia con ADN mitocondrial y participa en su replicacion. Se halla en la matriz mitocondrial.
Su mutacion esta asociada a la patologia conocida como Oftalmoplegia progresiva externa con
delecion del ADN (157640) caracterizada por pérdida de la fuerza de musculos oculares, del
parpado y en menor medida de otros musculos. Se presenta una enfermedad autosémica dominante
y otra recesiva. Existen otras patologia asociadas con diferentes sintomas y gravedades (ver OMIM)

DNA polymerasa epsilon catalitic subunit (Q07864)

participa en reparacion del DNA y duplicacion cromosémica. Tiene actividad 3'->5' exonucleasa.
Basa su accion en el proceso escicion-reparacion que consiste en eliminar una secuencia de
nucleotidos de una cadena y luego agregar en sentido 5'->3' los nuevos nucleétidos (gap-filling)

2.1.3. Antigeno nuclear de proliferacion celular

Proliferating cell nuclear antigen (P12004).

Antigeno nuclear de proliferacion celular: Es una proteina auxiliar de la DNA polimerasa delta que
estimula su actividad 3'->5' exonucleasa, pero no las actividades apurinicas y apirimidinicas
endonucleasas (APEX2)

2.1.4. Proteina MCM

Protein MCM10 homolog (Q7L590)
es un factor iniciador que actda junto con helicasa, DNA polimerasa alfa/primasa. Se une a los sitios
de inicio de la replicacién en simples hebras del ADN.


http://www.uniprot.org/uniprot/Q7L590
http://www.uniprot.org/uniprot/P12004
http://www.uniprot.org/uniprot/Q07864
http://www.omim.org/entry/157640
http://www.uniprot.org/uniprot/P54098
http://www.uniprot.org/uniprot/P28340
http://www.uniprot.org/uniprot/P06746

2.1.5. Proteina WDHD1

WDHD1 (Q75717)
proteina que se une a helicasa y DNA polimerasa alfa en el inicio de la replicacién.

2.1.6. Factor de replicacion C

Replication factor C (P35251, RFC)
también conocido como activator 1 es requerido para la progresion de la replicacion del ADN
polimerasa delta. Se une a PCNA y a la cadena molde de ADN previamente "primed".

2.1.7. Proteina fijadora de ADN monocatenario

(SSBP1, SSBP2, SSBP3) son varias proteinas de union a cadena simple de ADN que participan en
el proceso de duplicacion del ADN.

2.1.8. Primasa

DNA Primase small subunit (P49642) PRIM1

Forma los primers en los fragmentos de Okazaki durante la replicacion discontinua del ADN

Forma parte del primosome complex, junto con la helicasa. Es una proteina de 420 aminoacidos que
se expresa en todos los tejidos y se halla en el nucleoplasma. Forma heterodimero de small and
large subunit.

DNA primase large subunit (P49643)
SE halla en el nucleoplasma en el primosome complex. forma heterodimero con la small subunit.

2.1.9. Topoisomerasas

Topoisomerasa I

(P11387) Elimina las tensiones de la hebra de ADN por corte y ensamble de una sola cadena.
Introduce un corte del enlace 3'->5' fosfodiéster. Se forma una unién 3' con una tirosina de la
estructura de la enzima, liberando el extremo 5' con un oxhidrilo, luego de eliminar las tensiones, se
desplaza el enlace 3' fosfotirosina y se restablece la union 3'->5' fosfodiéster.

Topoisomerasa II
(Q02880) produce un corte en las dos hebras del ADN durante la duplicacion.

2.1.10. Telomerasas

(Telomerase reverse transcriptase) Es una ribonucleoproteina esencial para la replicacion de los
extremos de los cromosomas en eucariotas. Son muy activas en células tumorales y células
progenitoras y muy poco o nada en células somaticas diferenciadas. Agrega como una transcriptasa
reversa una secuencia repetida de nucleo6tidos utilizando como molde el ARN de su propia
estructura, en el extremo 3'. Las estructuras agregadas son repetidas 5' TTAGGG 3'. A través de un
dominio se une a la hebra simple de ADN y agrega nucleotidos en un sector adyacente.

Poseen en su estructura RNA con la secuencia 3' CCCAAUCCCS'

En el telomero la estructura queda luego de la accion en la hebra rezagada de la primasa y ADN
poli alfa

3'AAA CCCAAUCCC RNA DE LA TELOREMASA
5" TTT CCC GCCGCTGGG AGREGARA NUCLEOTIDOS EN SENTIDO 5'->3'


http://www.uniprot.org/uniprot/Q02880
http://www.uniprot.org/uniprot/P11387
http://www.uniprot.org/uniprot/P49643
http://www.uniprot.org/uniprot/P49642
http://www.uniprot.org/uniprot/P35251
http://www.uniprot.org/uniprot/O75717

3'AAA CCCAAUCCC
5'TTT CCC GCCGCTGGGTTAGGG

3'AAA CCCAAUCCC
5'TTT CCC GCCGCTGGGTTAGGG SEGUIRA AGREGANDO Y ELONGANDO

Luego actuara la primasa/DNA polimerasa alfa que sintetizara un primer y la hebra complementaria
completara el telomero

3'AAAGGGCGGCGACCC AATC
5'TTT CCC GCCGCTGGGTTAGGG

2.1.11. Ribonucleasa

Ribonucleasa H1
(O60930) hidroliza hibrido DNA — RNA a través de la actividad endonucleotidica hidrolizando el
enlace 5' fosfato.

Ribonucleasa FEN1

Flap endonuclease 1 (P39748)

Tiene actividad exonucleasa 5'->3, acttia hidrolizando el enlace 5' fosfato del fragmento de
Okazaky downstream, generando asi una mella para la accion de la ligasa.

2.1.12. DNA ligasa
DNA ligase 4 (P49917)

une dos nucledtidos en una mella en una hebra de ADN utilizando ATP

2.2. Otras enzimas importantes, pero que no actuan en la replicacion sino en la transcripcion

DNA directed RNA Polymerase II subunidad RPB1 (P24928)
Catalizan la formacion de RNA utilizando DNA como molde, pudiendo iniciar una cadena de novo.
sintetiza RNAm y nhRNA

DNA directed RNA Polymerasa I subunit RPA34 (015446)
Sintetiza RNAr excepto el 5S,

DNA directed RNA Polymerasa III subunit RPA34 (014802)
sintetizan tRNA y rRNA 5S.


http://www.uniprot.org/uniprot/O14802
http://www.uniprot.org/uniprot/O15446
http://www.uniprot.org/uniprot/P24928
http://www.uniprot.org/uniprot/P49917
http://www.uniprot.org/uniprot/P39748
http://www.uniprot.org/uniprot/O60930
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