NUCLEOTIDOS

COMPOSICION

1.- La Hidrélisis completa de los ac. nucléicos da lugar a una mezcla equimolar de:
a) base nitrogenada heterociclica (purina o pirimidina)

b) pentosa (D-ribosa o 2-D-desoxirribosa)
c¢) ortofosfato

2.- La Hidrélisis suave de los ac. nucléicos (enzimatica, nucleasas) da lugar a una
mezcla de nucleotidos.

Nucledtidos + nucleotidasas da:  a) ortofosfato
b) nucledsido

nucledsido + nucleosidasas da: a) pentosa
b) base nitrogenada heterociclica

Ejemplo:
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BASES NITROGENADAS
DESCRIPCION
Bases nitrogenadas heterociclicas que pertenecen a dos tipos fundamentales:

1.- purinas
2.- pirimidinas

ejemplo:

Purina Pirimidina

1.- Bases puricas: Adenina, Guanina (DNA y RNA) Hipoxantina, Xantina y ac. Urico
(metabolismo).
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2.- Bases pirimidinicas: Citosina (DNA y RNA), Timina (DNA) Uracilo (RNA);
ademas ac. Orotico y dihidroorotico ( metabolismo).

Citosina Uracifo
{2,4-dioxopirimidina)

Timina

f2-oxo 4-aminopirimidina)} {(2,4-dioxo 5-metilpirimidina)
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Acido orético Acido dihidroordtico
Abreviaturas
ADENINA (A) CITOSINA (C)

GUANINA (G)  URACILO (U)
HIPOXANTINA (1)  TIMINA  (T)

OTRAS BASES

1.- Bases modificadas se encuentran preferentemente en el RNA y particularmente en
el tRNA.

a) metilaciones; metiladas o dimetiladas
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b) Isopentenil derivados
¢) Tioderivados; sobre todo en las pirimidinas
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2.- Productos naturales: grupo importante con estructura de base ptrica son las
metilxantinas; cuya accion farmacologica mas importante es la de inhibir la
fosfodiesterasa de cAMP prolongando la accion de este segundo mensajero hormonal.
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3.-Analogos sintéticos de bases; que se emplean como agentes antineopladsicos que
actuan por mecanismos de competitividad, o bien como agentes mutagénicos.
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PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LAS BASES

1.- Disposicion coplanar de los enlaces. Son planas porque los C tienen orbitales moleculares sp2
(tres orbitales moleculares en un plano y uno p perpendicular que sirve para formar el doble enlace).
Logicamente, es una estructura resonante.

2.- Poco solubles en agua.
El caracter hidréfobo viene dado por la naturaleza aromatica de los anillos purinicos y pirimidinicos.
Por tanto, son insolubles en agua a pH fisiologico.

3.- Dipolos. Las bases tienen 4tomos muy electronegativos (N y O) dentro y fuera del anillo aromaético,
por lo que existe una distribucion asimétrica de los electrones en la molécula y, por tanto, se forman
dipolos que permiten formar puentes de hidrogeno.
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De todos los posibles, los mas importantes son los que van a servir para formar los puentes de
hidrégeno de Watson y Crick para formar el DNA bicatenario a pH7. A diferente pH, la estructura se
debilita al cambiar la disposicion electronica de las bases: por protonacion a pH éacido, o por
desprotonacion a pH basico.
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4.- Caracter débilmente basico. Todas las bases nitrogenadas son bases débiles al ser desprotonables
a pH entre 9 y 10, por lo que a pH intracelular carecen de carga eléctrica significativa. Aunque los
grupos ceto (C=0) pueden tautomerizar a enol (C—OH), perder el proton y conferir cierta acidez. La
Adenina al no tener ninglin grupo ceto, es la mas basica de todas. Caso extremo es el del acido urico,
que, a pesar de ser una base nitrogenada, tiene caracter acido debido a los tres grupos ceto que
contiene.

pKa de algunas bases nitrogenadas

Base grupo pKa NH, NH, NH,
Uracilo N' 9.5
Timina N' 9.9 NNH Y A
Guanina N; 9.5 1 /J\ — | (o /J\ SSUS 1 )N\
Guanina N 3.2
Citosina N’ 4.5 H e H 0 N/ i3
Adenina N' 4.2

5.- Presentan tautomeria.

Watson y Crick postularon la tautomeria de las bases para explicar que se puedan aparear de manera
distinta a la que ellos proponian y generar mutaciones espontdneas. Hoy se sabe que dichas formas
existen debido a la migracion de los electrones por los dobles enlaces conjugados. Hay dos tipos de
tautomeria:

Tautomeria ceto-endlica (lactama-lactima)

Interconvierte un grupo ceto (=0O) y enol (—OH) extraciclicos cerca de un N ciclico. Se puede
producir en la G, C, T y U. Las lactimas imprimen un fuerte caracter acido a las bases.

Tautomeria imina-amina

Interconvierte un amino (—NH) extraciclico en un imino (=NH) cerca de un N ciclico. Se puede dar
en G, AyC.
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6.-Presentan un espectro de absorcion caracteristico, con maximos de absorcion diferentes segiin
las bases, pero centrados todos ellos en torno a los 260 nm.
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7.- Reacciones quimicas de las bases
a) Desaminacion. Por ejemplo inducidas por el ac. nitroso 6 hidroxilamina (citosina) adenina
guanina y citosina. La desaminacion produce los oxo-derivados: hipoxantina, xantina y uracilo.

HNO,

Adenina Hipoxantina

b) Alquilacion. Agentes alquilantes: sulfato de metilo, que produce o-metil guanina; otros agentes
alquilantes son la dimetil nitrosamina y la mostaza nitrogenada.
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LOS NUCLEOSIDOS. Estructura

a) Base nitrogenada + pentosa - N-glicosido (Nucledsido)

b) Enlaces f entre: C' de la pentosa y N de las pirimidinas 6 el N° de las purinas.

c) Lapentosa es invariablemente en forma furanosica y la conformacion del enlace glicosidico puede
ser tanto syn- como anti- (se refiere a la situacion relativa de los anillos de base y pentosa; siendo syn-
del mismo lado y anti del lado contrario).

N7 cs cs

NH>

</ /N o

HOH,
C\ e 4\ <+ BNg110051d1c0

N1

Conformacion anti-

C{' Cq' - =
NT
03'_02'
HO OH
Conformacidn syn-
ADENOSINA
Base Base
HOH,C o2 / HOH,C Gi
\ # 7N
Ca' cy! > (o
H - \ k. o
C=0 ' Cy—C; Sy
| CH, o H / \
H—C—0H é{ }(‘3 HO OH HO
| N
| |
H—C—0OH }'z\c—| -
H—C—0H |
OH OH HO , B HO B
CH,COH et / /CZ'—-—--..._OH TCs'Ha / c,'
Aidehido ﬁ‘FUI’&DGSEl 04' : C1' / 04- E CI'//
C.' e C 3’ Cd‘—Ta‘
OH OH
RIBOSA 2'deoxy RIBOSA
NOMENCLATURA

1- Purinas — nombre del radical de la base + el sufijo -osina

2- Pirimidinas - nombre del radical de la base + el sufijo -idina

3- Para la 2-D-desoxirribosa se antepone el prefijo desoxi + nombre del ribonucledsido

4- Los carbonos de la pentosa se numeran como 1°,2°, 3,4’ y 5’ para distinguirlos de los atomos de la
base.



Propiedades quimicas

1.- Aumento de la solubilidad con respecto a las bases.

2.- La presencia de la pentosa permite la cuantificacion de los nucledsidos basados en reacciones de
deshidratacion del anillo furanosico. Asi, los ribésidos pueden ser cuantificados por la reacciéon del
orcinol; y los desoxirribésidos por la reaccion de la difenilamina. Estas reacciones son aplicables
también a los nucledtidos y a los ac. nucléicos.

3.- La estructura de nucleésido no modifica para nada las caracteristicas de absorcion de luz
ultravioleta a 260 nm propias de las bases nitrogenadas.

Otros nucledsidos:
1.- Nucledsidos anormales en ac. nucleicos normales. Seudouridina (y) se forma entre el uracilo y la
ribosa mediante un enlade glucosidico especial entre el C1'y el C5. Forma parte del brazo TyC del tRNA.
Inosina. Ribosa unida a hipoxantina. Interviene en el metabolismo de las purinas y aparece en algunos
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2.- Nucledsidos naturales. Por ejemplo la espongouridina y la espongotimidina presentes en las esponjas
donde la pentosa es arabinosa. Asi mismo, los antibidticos cordicepina y puromicina.
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3.- En terapéutica antineoplasica tambien se utilizan multitud de analogos estructurales de
nucledsidos. Por ejemplo el citosin arabinosido.



NUCLEOTIDOS
Generalidades y nomenclatura
1.- La esterificacion de grupos —OH presentes en la pentosa de un nucledsido con
ortofosfato, pirofosfato o polifosfatos da lugar a las estructuras llamadas nucleotidos.

Los ribosidos: tienen tres posibilidades; los carbonos 2°, 3’ y 5* dando lugara 2°, 3’y
5’ nucle6tidos respectivamente.
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Los desoxirribosidos : tienen dos posibilidades; los carbonos 3’ y 5° dando lugar a los
3’ y 5’ desoxirribonucleétidos.
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En ocasiones, el mismo grupo fostato aparece esterificando a dos carbonos distintos en
la misma pentosa de un nucledsido se forman asi los nucleétidos ciclicos.
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El nombre sistematico de los nucleotidos se forma con

1.- El nombre del nucledsido
2.- Seguido del carbono esterificado a fosfato
3.- Terminado en —monofosfato,-difosfato o —trifosfato en su caso.

Abreviaturas
Ribonucleotidos
(1) El nimero del carbono esterificado por fosfato
(2) La letra de la base

(3) el numero de fosfatos que esterifican. Por ejemplo 5’-AMP, 5’-ADP y 5’-ATP.

desoxirribonucleo6tidos
Se antepone a la abreviatura del ribonucledtido correspondiente una “d” minuscula por ej. 5’-dAMP.

Existe asi mismo una nomenclatura especial para los 5’-ribonucledsidos monofosfato, que consiste en
afiadir el sufijo ilico al nombre radical de la base, en el caso de las purinas, o del nucledsido en las
pirimidinas. Asi:

Adenina ac. adenilico 5’-AMP

Guanina ac. guanilico 5’-GMP

Citidina ac. citidilico 5’-CMP

Uridina ac. uridilico  5’-UMP etc.

Propiedades fisico-quimicas

1.- Todos poseen un fuerte caracter acido a pH fisiologico presentando carga negativa

Constantes de ionizacion de los ribonucledtidos expresadas en forma de valores de pKa

Fosfato

Base
Ionizacién primaria Ionizacién secundaria
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HO——T—H HO—F|‘~—Fi HO—P —R 0 —P—R
| |
OH ) B D Reacci6n (en forma de pédida
_ pK,, + H* pK,; + H* pK, de la forma protonada)
5" AMP 0.9 6.1 3.8 . N-1
5' GMP 0.7 6.1 24 N-7
_ 9.4 N-1
5' UMP 1.0 6.4 9.5 N-3
5" CMP 0.8 6.3 4.5 N-3

2.- Presentan un maximo de absorbancia en torno a los 260 mm debido a la base nitrogenada.
3.- La presencia de fosfato incrementa atin mas la solubilidad respecto a los nucledsidos.
4.- Los nucledtidos se separan facilmente por procedimientos cromatograficos.




Anexos
Pauta de protonacion de un nucleétido a diferentes pHs

N2 109
A
on OH </ i TSy
a | ~
H—P— O —P—0 N N
il I o
a o
(8] e
T — 1 pH <1
MHz *
N e ay®
o® O 7 T 7
l i < 22
HO—P—0—PF—D N M
i i A
s]
Ol O
On OH — toH<2
My L 4
N )
o o® 5 TENH
| < I
HO— P—D—P—0 o e
= Il I
o] Q
=
— OH OH
e - 1 pH3.8
LL) Mo *
o
LZJ o® o® </N E SN
L, !-!ﬂ—f!"—ﬂ——i-—-c N N“;
i Il Al g
0 0
D DH
== t pHB.8
NiHZ L 4
R oW
BBy N N";}
i I .
o o
| i On Ol 'y
| [j— | pH-125
I o
i E] c@ 09 {M l "\p‘;
il | ! b ,,5,-'/’}
g

L=
O P—0D— P—— 0
[ I T\/:_?
o 2]
i
O l'}e



Nucledtido: Desoxiadenilato,
desoxiadenosina
5-monofosfato

Simbolos: A, dA, dAMP

Nucledsido. Desoxiadenosina
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Nucledtido:; Adenilato, adenosina
5'-monofosfato

Simbolos: 4, AMP

Nucledsido: Adenosinga
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Funciones biolégicas

1.- Depésitos de energia libre. Ejemplo ATP y GTP: Fosfatos

Proporciona el caracter eminentemente acido del DNA y del RNA. Los 5 enlaces del ortofosfato estan en
resonancia, de manera que la distribucion espacial es equivalente a una molécula tetraédrica con orbitales
moleculares sp3. Cuando el fosfato se encuentra sustituido por algiin radical, solo tenemos el pK; y el pKo.
Cuando tenemos dos sustituyentes, nos queda solo el pK;.
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Los difosfatos o pirofosfatos se presentan a pH fisiolégico como un trianion, siendo estables en disolucion a
pH neutro o alcalino. Sin embargo, dentro de las células es muy inestable y accesible a las pirofosfatasas
que lo descomponen en dos monofosfatos. Los trifosfatos siempre forman parte de un nucleésido, nunca
estan libres
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El enlace que une los dos atomos de fosforo a través de un atomo de oxigeno es un enlace anhidrido del tipo
fosfoanhidrido (no confundir los enlaces fosfoanhidro —entre dos acidos— con el enlace fosfoéster —entre

alcohol y acido— que es mucho menos energético). La hidrdlisis de estos enlaces es altamente exergonica
(AG® =-31 kJ/mol). Parte de esta alta energia se debe a:

1.- La energia de resonancia de los anhidro de 4cidos, como los polifosfatos, es considerablemente menor
que las de sus productos de hidrolisis, lo que quiere decir que éstos son mas estables que el anhidrido
primitivo.

2.- El ATP y compuestos analogos existen como polianiones. La repulsion electrostatica entre las cargas
negativas de los oxigenos tiende a desestabilizar la estructura del polifosfato.

3.- La solvatacion diferencial entre los polifosfatos y sus productos de hidrolisis es otro factor que
favorece la hidroélisis de los mismos.

Procesos celulares que requieren energia libre

ATP GTP
Biosintesis Sintesis de proteinas
Transporte en contra de gradiente Procesos de traduccion de sefiales

Energia mecénica (contraccion muscular)
Bioluminiscencia, etc.



2.- La unién covalente de sustratos a nucledtidos representa en muchas ocasiones las formas
metabolicamente activas de aquéllos. Ejemplos:

Sintesis de glucogeno Precursor: Uridin difosfato glucosa (UDPG)
Sintesis de lipidos complejos Precursor: Citidin difosfato colina (CDP-colina)
Activacion de los ac. grasos Forma metabolicamente aciva: Acil-CoA

Activacion de los aa en la sint. de proteinas ~ Aminoacil-adenilato: aa-AMP

e} (o] (o]

2 |
| W J—o0 8
C.) 9 ? SN N > \ ? 0.
- _i e |_ L . f H !_ - _' —
O-P-0 FI' (o] F|‘_ (o] (IJI'/lg‘.-O\\ OHu 0 P (o] z o ('?H’z-' (o]

Adenosina &' trifosfato (ATP)

NH
, 2
S
v
L)
oH, °o o o N
A . , .
H,C-N“CH;CH;0-P-0-P-0-CH, O~ |
CH, o 0 -
OH OH

Citidin difosfato colina (CDP-colina)

3.- Los nucledtidos operan como coenzimas en multitud de reacciones enzimaticas. Por ejemplo:
NAD+ y NADP+, FMN y FAD
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4.- Los nucleotidos ciclicos, como el cAMP y el cGMP operan como segundos mensajeros
intracelulares de multitud de sefiales quimicas (hormonas y neurotransmisores.



Tipos de acidos nucleicos: DNA y RNA

1) composicion.

A) region variable, bases nitrogenadas

PURIMNAS
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Nucledsidos, nucledtidos y polinucleétidos.
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RNA

NUCLEOTIDOS

Guanosina 5'-monofosfato (GMP)

Citidina 5-monofosfato (CMP)

H H Uridina 5"-monofosfato (UMP)

DNA
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Enlace
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Enlace fosfodiéster:

Formacion del enlace. Variacion de energia libre
a) simple deshidratacion
b) precursores de alta energia

HO Polinucledétido
Polinucledtido con N residuos con N residuos

OH HO
Desoxinucledsido Desoxinucledsido
monofosfato trifosfato

Deshidratacion
Hidrdlisis

H,O H,O

OH
Polinucledtido con

Polinucledtido con
N + 1 residuos

N + 1 residuos



Reacciones Energia libre estandar (AGY)
1) ¢NTP + H,0 - ¢NMP + PPi -31 Kj/mol

2) polinucleétido , + ¢ NMP ‘ polinucleotido (+ 1) + H2O +25 Kj/mol

+) polinucledtido , + ¢NTP - polinucleétido +1)+PPi - 6 Kj/mol

3) PPi+H,0 ‘ 2Pi - 33 Kj/mol

Caracteristicas de los polinucledtidos

1) Los polinucleo6tidos poseen un sentido o polaridad, el enlace fosfodiéster entre las unidades
monoméricas se produce entre el carbono 3’ de un monémero y el carbono 5’ del siguiente;
normalmente poseen un extremo 5’ fosforilado y el otro extremo un grupo hidroxilo 3’ libre.

2) Los polinucleotidos poseen una secuencia de bases caracteristica, esta secuencia se denomina
estructura primaria.

Representacion convencional de los polinucledtidos

Desoxinucleétidos Polinucleétido

i _ A G G T T
v 3/ 3’ 3’ 3 3

Esta anotacion indica:

1) lasecuencia ACGTT

2) los enlaces fosfodiéster son entre hidroxilos 3’ y fosfatos 5’
3) tiene un extremo 5’ fosforilado y un grupo hidroxilo 3’ libre
4) que la secuencia es de DNA por la presencia de las T

Una notacion mas abreviada de la misma molécula es
pApCpGpTpT
si solo nos interesa la secuencia de bases

ACGTT




Propiedades quimicas de los polinucledtidos

1) los polinucleodtidos absorben luz UV con un méaximo entorno a los 260 nm
Aplicaciones:
a) indice A260/A280
b) proceso de desnaturalizacion

2) la presencia de las pentosas hace que den positivo a varias reacciones caracteristicas
de estas

DNA difenilamina
RNA orcinol
2-D-desoxirribosa-------- reactivo de schiff

3) los colorantes del tipo de las acridinas son capaces de intercalarse entre los planos
de las bases del DNA y RNA, dando lugar a complejos fluorescentes que pueden
detectarse cuando se estimulan a la longitud de onda adecuada (bromuro de etidio)

4) el tratamiento con acido fuerte hidroliza tanto el DNA como el RNA; sin embargo,
el tratamiento con alcali solo hidroliza el RNA. La degradacion alcalina produce una
mezcla de 2” y 3’ nucledtidos en dos reacciones consecutivas

|
m BN

2',3"-Cyclic Mixture of 2'- and

H,0 !
monophosphate » 3'-monophosphate
derivative derivatives

KOH
Alcali
+
|
CH, O Base,
H H
? OH
“0—P=0 Shortened “0—P=0

RNA | RNA |



5) Al tratar un polinucledtido de DNA con sulfato de metilo tiene lugar la metilacion de
las purinas (guanina en N7 y adenina en N3 en general). Si a continuacion calentamos a
pH neutro, se rompe el enlace glicosidico entre la desoxirribosa y la base modificada,
quedando un hueco apurinico. El tratamiento afecta predominantemente a los
nucleodtidos de guanina. Si tras la metilacion tratamos con acido mineral diluido, el
enlace glicosidico se rompe preferentemente por los nucledtidos de adenina.- En uno y
otro caso, el tratamiento posterior con alcali rompe la cadena polinucleotidica en el
lugar en que se elimino la base.
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En el caso de las pirimidinas, el tratamiento con hidrazina da lugar a un &cido apirimidinico. El
tratamiento posterior con piperidina rompe el enlace ribosa-fosfato en los lugares en los que se
desprendio la pirimidina. Si el tratamiento se realiza en presencia de cloruro sodico, s6lo se
desprende la citosina. Tanto esta reaccion como la anterior, pueden llevarse a cabo en condiciones
bastante especificas para cada base. Estas reacciones son de gran interés ya que son el fundamento
del método de secuenciacion de Maxan-Gilbert
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Degradacion enzimatica de los polinucledtidos
El enlace fosfodiester puede romperse de dos maneras
Rotura tipo a entre el 3’-OH y el fosfato - mezcla de 5’-nucledtidos

Rotura tipo b entre el fosfatoy el 5° - mezcla de 3’-nucledtidos

\CH = B Rotura tipe &
CH B .
1-0 FaR T A G T
OH OH :
= OH  Rotura tioo & :
0-P=0 —_— eI e
0 0 :
“CH B ] % ..
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CH, B
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1
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0-P=0 S50 OH
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N 0
CH, \

Existen gran cantidad de enzimas capaces de degradar ac. nucléicos. Genéricamaente
reciben el nombre de nucleasas, y su nombre quimico correcto seria el de
fosfodiesterasas. Todas ellas rompen hidroliticamente el enlace fosfodiester.

Clasificacion:

1) Exonucleasas. Ejercen su accion en los enlaces situados en los extremos de la
cadena polinucleotidica y van progresando hacia el interior.

2) Endonucleasas. Rompen enlaces fosfodiester situados en el interior de la cadena
polinucleotidica



El DNA ES EL PORTADOR DE LA INFORMACION GENETICA
DYSCOVERY OF DNA: FRIEDRICH MIESCHER (1844-1895)

"Miescher had originally intented to study lymphocytes, but he soon
realized that it would be impossible to get enough of these cells.
Encouraged by Hoppe-Seyler, he instead focussed on leucocytes,
known to be the main cellular constituent of the laudable pus that could
be obtained fresh every day from used bandages in the nearby hospital.
The trick was to wash the cells without damaging them. To this end
Friedrich tried various salt solutions, but the cells swelled and gave rise
to a highly viscous porridge that was impossible to handle. In hindsight
it is easy to see that this occurred because he extracted high-molecular-
weight DNA from damaged cells. Eventually he hit on a dilute solution
of sodium sulfate as the best way to rinse well-preserved cells from the
bandages. After filtration to get rid of tissue fibers, the cells were left to
sediment to the bottom of the beaker; laboratory centrifuges were
nonexistent in those days. When examined in the microscope, the
leucocytes seemed intact and showed no sign of damage."

"His first task was to isolate undamaged nuclei free of cytoplasm. This had never been accomplished before and only after
long hours of hard work did Miescher come up with reasonable quantities of nuclei in good conditions. He tried several
methods, but his final procedure was as follows. Miescher first treated the cells with warm alcohol to remove lipids, and then
digested away the proteins of the cytoplasm with the proteolytic enzyme pepsin. What he used was not a pure preparation of
crystalline pepsin, as would be used today; nothing comparable was available. Instead, he extracted pig's stomach with dilute
hydrochloric acid, which gave him an active but highly impure enzyme that he used for his digestions. The pepsin treatment
solubilized the cytoplasm and left the cell nuclei behind as greyish precipitate...

He subjected his purified nuclei to the same alkaline extraction procedure he had previously used with the whole cells, and on
acidification he again obtained a precipitate. Obviously this material must have come from the nucleus, and he therefore named
it nuclein. Using elementary analysis, one of the few methods available to characterize an unknown compound. Miescher found
that his new substance contained 14 % nitrogen, 3 % phosphorus, and 2 % sulfur. Its comparatively high phosphorus
content and its resistance to digestion with pepsin suggested that the substance was not a protein. (At the same time, its
appreciable content of sulfur immediately indicates to us today that his preparation did contain substantial amounts of
proteins.)" :

1) Células blancas (linfocitos y polimorfos nucleares)
2) Lisis alcalina, acida 6 enzimatica

3) Obtencion de nucleos

4) Extraccion con alcali

5) Precipitar con acido

Nuclein

St

6) Analisis quimico elemental: 14 % N,3 % Py 2% S

2y

]

» M

b Sl :“} Al
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Frederick Griffith

In 1928 an army medical officer named Frederick Griffith was trying to find a vaccine against streptococcus
pneumoniae, but instead made a breakthrough in world of heredity. He did four experiments in which he
injected strands of bacteria into mice, one strand that was harmless (R) and one that was harmful (S).

1) In his first experiment, he injected the live R bacteria cells into the mice and the mice lived.

2) In his second experiment, he injected the live S bacteria cells into the mice and mice died.

3) In his third experiment, he killed the harmful S cells with extreme heat, and then injected the dead S cells
into the mice and the mice lived.

4) In his last experiment, he added live R cell (which are harmless) to the already dead heat-killed S cells,
and then injected it into the mice, but the mice died!

Griffith found from this experiment that even though he had killed the S cells, he hadn’t destroyed their
hereditary material, which was the one part that caused the disease! When some more experiments had been
done, it had been discovered that the harmless R cells, had used the information from the hereditary material
of the dead S cells and became harmful; this he called, hereditary transformation.

(Oh and by the way... he never did find the vaccine.)

Transformation of pneumococcus

{extine, pathogen) ﬁr‘
T A R R e i




Oswald Avery’s Experiments on Transformation

NEUMOCOCCUS
Yo Imctcria

OSWALD THEODORE AVERY (1877-1955)
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Conclude: DNA transmits heritable information
Conclude: DNA is “Smart"”
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Conclusiones:

1) El principio transformador purificado con elevada
actividad di6 un andlisis quimico elemental que concordaba
estrechamente con el calculado para el DNA.

2) Las propiedades opticas, de ultracentrifugacion, difusion
y electroforésis del material purificado fueron semejantes a
las del DNA.

3) No se perdi6 la actividad transformadora al realizar la
extraccion de proteinas o lipidos.

4) La tripsina y quimotripsina no afectan a la actividad
transformadora.

5) La ribonucleasa (degrada el RNA) no tenia ninguna
accion sobre el principio transformador.

6) En cambio la actividad transformadora fue perdiéndose

por la accion desoxirribonucleasa.



The Hershey and Chase experiment that supported DNA as the hereditary material

The breakthrough in the quest to determine the hereditary material came
from the work of Max Delbruck and Salvador Luria in the 1940s.
Bacteriophage are a type of virus that attacks bacteria, the viruses that
Delbruck and Luria worked with were those attacking Escherichia coli, a
bacterium found in human intestines. Bacteriophages consist of protein
coats covering DNA. Bacteriophages infect a cell by injecting DNA into
the host cell. This viral DNA then "disappears" while taking over the
bacterial machinery and beginning to make new virus instead of new
bacteria. After 25 minutes the host cell bursts, releasing hundreds of new
bacteriophage. Phages have DNA and protein, making them ideal to

resolve the nature of the hereditary material

In 1952, Alfred D. Hershey and Martha Chase conducted a
series of experiments to determine whether protein or DNA
was the hereditary material. By labeling the DNA and

protein with different (and mutually exclusive)

radioisotopes, they would be able to determine which
chemical (DNA or protein) was getting into the bacteria.
Such material must be the hereditary material (Griffith's
transforming agent). Since DNA contains Phosphorous (P)
but no Sulfur (S), they tagged the DNA with radioactive
Phosphorous-32. Conversely, protein lacks P but does have

S, thus it could be tagged with radioactive Sulfur-35.

Hershey and Chase found that the radioactive S remained
outside the cell while the radioactive P was found inside the

cell, indicating that DNA was the physical carrier of
heredity.
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El RNA como material genético: Virus del mosaico del tabaco

En 1956, Gierer y Schramm purificaron el 4cido nucleico ( sSRNA +) del virus del mosaico del tabaco
(VMT), y demostraron que ARN viral purificado podia ser infeccioso si se tomaban las precauciones
necesarias para protegerlo de ser inactivado por la accion de enzimas capaces de degradar acido
ribonucleico. Experimentos previos habian demostrado que las particulas de VMT podian ser disociadas
en proteina y ARN, ambos componentes podian ser reasociados en el tubo de ensayo para formar
particulas virales infectivas por completo y morfolégicamente maduras. Basandose en esta observacion,
Frankel-Conrat y Singer procedieron a disociar dos cepas diferentes de VMT. El ARN obtenido de una
cepa fue reasociado con la proteina obtenida de la otra cepa y viceversa, originando particulas hibridas,
las cuales fueron usadas para infectar plantas de tabaco. En todos los casos, las plantas infectadas dieron
origen a progenies virales que correspondian al tipo del ARN presente en el hibrido utilizado para la
infeccion.

Cepa:

del virus
~~~~~~ s Bt b

Tratamiento con 7M de
urea
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77 A | Vil >
e / e 2 bunidad
Subunidades " ARN 5‘:'.! unidades
de proteina ARN e proteina

%g del virus %
| |

I Infectar las plantas

Cepa:

El experimento de Frankel-Conrat y Singer que demostré que el ARN es el material genético del virus
del mosaico del tabaco (VMT).



Estudios comparados sobre la composicion en bases del DNA

Mediante procedimientos cromatograficos de particion Chargaff estudié la composicion en bases del
DNA de diferentes procedencias.

Erwin Chargaff was a biochemist who first figured out the equation
for the different bases. Here is what he concluded:

The amount of (A)denine will always equal the amount of (T)hymine.
The amount of (G)uanine will always equal the amount of (C)ytosine.

Especie A G C T
Hombre 0.29 0.18 0.18 0.31
Levadura 0.30 0.18 0.15 0.29
Mycobacteria 0.12 0.28 0.26 0.11
Vaca 0.26 0.24 0.23 0.27

Las conclusiones mas importantes fueron las siguientes :
1) En todos los DNAs estudiados, las proporciones de las bases varian segtin las especies estudiadas.

2) La composicion en bases era constante para cada especie, y para diferentes tejidos dentro de la misma
especie.

3) En todas las especies estudiadas, la proporcion molar de purinas era igual a la proporcion molar de
pirimidinas; es decir, A + T = G + C 6 que la relacion purina/pirimidina es igual a 1.

4) En el DNA de todas las especies estudiadas, la proporcion molar de adenina era igual a la proporcion
molar de timina A = T; y la proporcion molar de guanina igual a la de citosina G = C.



DNA-A DNA-B

Diagrama de difraccion de rayos X del DNA.
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La repeticion (c) de la hélice es la distancia paralela al eje en la que la
estructura se repite exactamente. La repeticion contiene un niimero
entero (m) de residuos del polimero. En la figura m = 4.

El paso (p) de la hélice es la distancia paralela al eje de la hélice en la
que ésta realiza una vuelta completa. Si hay un numero entero de
residuos por vuelta, el paso y la repeticion son iguales.

La elevacion (h) de la hélice es la distancia paralela al eje, que va
desde el nivel de un residuo hasta el siguiente, es decir: h= ¢/m. Si
pensamos en una escalera de caracol como ejemplo de una hélice, la
elevacion es la altura de cada peldafio y el paso es la distancia desde el
lugar en el que uno se encuentra hasta el lugar correspondiente situado
directamente encima.
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(b)

Todas las manchas se encuentran en lineas perpendiculares al eje de la fibra; estas lineas se
denominan lineas de capa. El espaciado entre estas lineas es inversamente proporcional a la repeticion
de la hélice, ¢; que en este caso es igual al paso. Obsérvese que el patrén cruzado se repite cada cuarta
linea de capa. Este patron de repeticion nos indica que hay exactamente 4 residuos por vuelta de la
hélice. Asi pues, la elevacion de la hélice es de ¢/4. Este es el tipo de prueba que llevo a Watson y
Crick a deducir que el B-DNA era una hélice con 10 residuos por vuelta.
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Anatomy of Photo 51
This shadowy X-ray photograph speaks
volumes about the shape of DNA.

Since, we know the height of one helical repeat — 34 angstroms
— and we know the distance between stacked base pairs — 3.4
angstroms — there must be 10 nucleotides per helical repeat.

3.4A
3.4 A 34A°




El modelo de Watson y Crick

)

2)

El DNA B tiene una estructura de doble hélice dextrogira de 2nm de diametro y
plectonémica ( para poder separar los dos filamentos debe desenrollarse primero),
con un paso de rosca de 3.4 nm. Cada uno de los filamentos es un polinucleotido y
estan dispuestos en forma antiparalela.

Los filamentos de la hélice estan constituidos por los ejes ribosa-fosfato de los dos
polinucleotidos, estando situados hacia el exterior, y con las cargas electronegativas
del fosfato en contacto con el solvente.




3) El enlace beta-glicosidico estd en conformacion anti- y la desoxirribosa en forma
furandsica; en esta forma se ha podido comprobar que de los cinco a&tomos que
constituyen el anillo, cuatro son coplanares y uno se sale del plano; en el DNA el
atomo que sobresale es el 2° (posicion llamada endo-2’). Los sustituyentes del
fosfato se dirigen aproximadamente segtn los vértices de un tetraedro.
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4) Las bases estan en planos aproximadamente perpendiculares al eje mayor de la hélice,
y situadas hacia el interior. La distancia entre planos contiguos de bases es de 0.34 nm, de
manera que en cada vuelta de la doble hélice hay 10 pares de bases. Cada base es
aproximadamente coplanar con la que esta en el filamento opuesto, y estin
interaccionando entre si a través de enlaces de hidrégeno. Esta interaccion s6lo puede darse
si adenina interacciona con timina y guanina con citosina, o viceversa.

5) La estructura de la hélice estd mantenida por los enlaces de hidrogeno entre las bases
complementarias y una interaccion de naturaleza hidrofobica que se da entre planos
contiguos de bases, llamada interaccion de apilamiento. La carga electronegativa debida a
los grupos fosfato, interacciona con iones magnesio, con agua, o con proteinas basicas

(histonas).
Surco mayor Surco mayor
H B ?
N—H o H 8
B . :
(9 /551N H= N2 </~’3? N"’HH m
¥ . ,/3/ 9 / 1 )/
N N 3=
\_\x A N~ = H>
.\______-f \ H /

Surco menor . gurco
menor
Adenina : Timina
Guanina : Citosina

6) Los enlaces N-glicosidicos de las bases coplanares con los azticares no estan en situacion
diametralmente opuesta. Esto hace que el espacio que queda entre los filamentos enrollados
uno sobre otro constituya dos surcos de diferente tamafo, un surco estrecho y un surco
ancho. A través de estos surcos las bases pueden entrar en contacto con el solvente o
interaccionar con diversas moléculas. En el surco estrecho siempre se encuentra la funcion
2-oxo0 de las pirimidinas (Cy T) y el N3 de las purinas.

Patrones de dadores y aceptores de puentes de hidréogeno:
a) surco menor; no (AT), on (TA), nho (GC) y ohn (CG)
b) surco mayor; nho (AT), ohn (TA), noh(GC) y hon (CG)



Pruebas experimentales del modelo de Watson y Crick

1)

b)

c)
2)

3)

4)

S)

El modelo es perfectamente coherente con los datos cristalograficos. Desde su
publicacion hasta la fecha se han refinado las cifras sin variar sustancialmente la
estructura del modelo original. Sin embargo, lo que se ha podido comprobar es una
flexibilidad mucho mayor para las dimensiones del modelo. Estudios de Dikerson
han demostrado que:

la rotacion de un par de bases sobre el anterior puede oscilar entre 28° y 42° (en el
modelo original era de 36°)

las bases opuestas no son exactamente coplanares; cabe una cierta torsion entre sus
planos respectivos.

}Giro de la hélice

Los planos contiguos de bases no son exactamente paralelos.

El modelo predice una determinada densidad lineal para la molecula de DNA. Si
cada 3.4 nm tenemos 10 pares de nucledtidos, la densidad lineal serd de unos 6000
Dalton cada 3.4 nm.

El modelo postula la existencia de tres enlaces de hidrogeno en un par G-C y dos en
un par A-T. Esto implica que el DNA rico en G + C debe ser mas estable que el
DNA ricoen A +T.

A. Kornberg y colaboradores idearon una técnica para la medida de frecuencias del
vecino mas proximo en el DNA; los resultados obtenidos eran compatibles con una
doble hélice de estructura complementaria y antiparalela.

El modelo nos sugiere un modelo de replicacion semiconservativa del DNA.

Implicaciones genéticas del modelo

1)

2)
3)

4)

el modelo de Watson y Crick es una estructura regular, aperiédica y lineal, lo que
esta en concordancia con la idea que se tenia de como debia ser la molécula de la
herencia.

el apareamiento de bases establece un mecanismo mediante el cual la doble hélice
dispone de informacion para duplicarse a si misma.

La reactividad de las bases y la estructura general del DNA explica la accion de los
mutdgenos quimicos y las mutaciones espontaneas.

Ademas de la autoduplicacion, el material genético debe ser suceptible de
recombinacion, y sobre todo de dirigir la formacién del fenotipo.



Dodecamero de Dickerson cristalizado

5’-CGCGAATTCGCG- 3°
3’-GCGCTTAAGCGC-5’

Estructura del B-DNA segun los estudios de cristales moleculares.
Obsérvense las distorsiones locales de la estructura idealizada.

E-Cokda

Estas y otras variaciones locales de la doble hélice dependen de la
secuencia de bases, lo que implica que:

-Las proteinas encuentren sus dianas

-La hélice se puede torcer suavemente

-La hélice se puede superenrollar con pequefios cambios en la estructura
local. DNA circular.



Otras estructuras posibles en el DNA: el DNA-A y el DNA Z

El 2°0OH del RNA encaja en una hélice de A-DNA con pares de bases inclinados
pero no con una hélice de B-DNA

Una de las formas analizadas primitivamente por Wilkins fue el DNA-A, con un grado
de hidratacion menor que el DNA-B y mucho menor peso molecular. El DNA-A es
también una doble hélice, pero més ancha y corta que el DNA-B; base y pentosa estan
en situacion anti-, pero el anillo furanésico esta en posicion endo-3’ (es decir, sobresale
el carbono 3’ ), las bases presentan una inclinacion de 19° sobre el eje de la hélice y se
atenua la diferencia entre los surcos mayor y menor. Esta estructura se presenta en los
RNA de doble hélice; asi como en los hibridos DNA-RNA.

FIGURA 31-2
Modelo del esqueleto de una molécula de DNA de
12 pares de bases en forma B. Una de las hebras
estd marcada en verde y la otra en rojo. Obsér- -

iz o Modelo del esqueleto de una hélice idealizada de
ventse Iasl grantrjest desx.;am%lets Iocaleg Icc;{n fPes DNA en la forma A. [Dibujado a partir de las coorde-
RECiO B s, astLICIUm yca ) WWAISOT.Y,, LIICK. M Ja nadas publicadas en: S. Arott y D.W.L. Hukins.

curvatura del eje de |a hélice. [Dibujado a partir de Biochem. Biophys. Res. Comm. 47(1972):1504.]
2bna.pdb. H.R. Drew, S. Samson y R.E. Dickerson.

Proc. Nat. Acad. Sci. 79{1982):4040.]

FIGURA 31-6



El Z-DNA es una doble hélice levogira en la que los fosfatos del esqueleto estan
dispuestos en zig-zag

En 1982, el analisis de tractos de DNA ricos en G + C demostr6 que el modelo de
Watson y Crick no es el unico presente en DNAs de fuentes naturales. Estos DNA ricos
en G + C pueden presentar la estructura llamada DNA Z, descubierta por primera vez en
un duplex formado por copolimeros GCGCGCGC.

El DNA Z es asi mismo una doble hélice, pero el enrollamiento tiene lugar a izquierdas.
El apareamiento de bases tiene lugar en la misma manera que en el modelo de Watson y
Crick, pero los planos de las bases no son perpendiculares al eje de la hélice,
presentando grados diversos de inclinacion. El enlace beta glicosidico esta
alternativamente en conformacion sin- (el de purina) y anti- (el de la pirimidina) esto
hace que el eje pentosa-fosfato presente una disposicion en zig-zag.

FIGURA 31-2

Modelo del esqueleto de una molécula de DNA de
12 pares de bases en forma B. Una de las hebras
estd marcada en verde y la otra en rojo. Obsér-
vense las grandes desviaciones locales con res-
pecto a la estructura de Watson y Crick y la
curvatura del eje de la hélice. [Dibujado a partir de
2bna.pdb. H.R. Drew, S. Samson y R.E. Dickerson.
Proc. Nat. Acad. Sci. 79(1982):4040.]

FIGURA 31-8

Viodelo del esqueleto del Z-DNA, un DNA en forma
de helice levogira. El esqueleto de azucar-fosfato
del Z-DNA esta en zig-zag porque la unidad repeti-
iva es un dinucledtido. [Dibujado a partir de
3zna.pdb. A.H.-J. Wang, G.J. Quigley, F.J. Kolpak,
3. Van der Marel, J.H. Van Boom y A. Rich. Science
211(1981):171.]



Caracteristicas estructurales de los A, By Z-DNA ideales

A B

Z

Sentido de la hélice

Arrollada hacia la
derecha

Arrollada hacia la
derecha

Arrollada hacia la izquierda

Diametro 2,6 nm 2 nm 1.8 nm

Pares de bases por vuelta de hélice 11 10 12 (6 dimeros)

Giro de la hélice por par de bases 33° 36° 60° (por dimero)

Paso de rosca de la hélice 2,8 nm 3.4 nm 4.5 nm

Elevacion de la hélice por par de bases | 0,26 nm 0,34 nm 0,37

Inclinacion del plano de las bases 20° 6° 7°

respecto al eje de la hélice

Surco mayor Estrecho y profundo Ancho y profundo Plano

Surco menor Ancho y poco profundo | Estrecho y profundo | Estrecho y profundo

Atomo desplazado en el azlicar C(3")-endo C(2")-endo C(2')-endo para
pirimidinas;
C(3")-endo para purinas

Enlace glucosidico anti anti Anti para pirimidinas;

sin para purinas

Forma A

Forma Z

Figura 12-18 Comparacion de las formas A, By Z

del DNA. Cada una de las estructuras tiene 24 pares

de bases.




Conformaciones de los acidos nucleicos de cadena nica.

Presentan estructuras diversas dependiendo de la secuencia y condiciones del

medio:

A) Condiciones extremas:
alta temperatura,
agentes desnaturalizantes etc.

Estructura de ovillo aleatorio de las cadenas
simples desnaturalizadas. Existe flexibilidad de
rotacion de los residuos y una estructura
inespecifica.

B) Condiciones suaves:
similares a las fisiologicas

Estructura de bases apiladas adoptada por las
cadenas sencillas no autocomplementarias en
condiciones “nativas” las bases se apilan para
llevar la cadena a una hélice, pero no hay
enlaces de hidrogeno.

(b) Estructura de bases
apiladas (hélice de
una sola cadena)

C) Condiciones suaves:
Presencia desecuencias
autocomplementarias

Estructura de horquilla formadas por secuencias
autocomplementarias, la cadena se dobla sobre
si misma para formar una estructura de lazo.

Bucle del tronco
autocomplementario

(c) Formacion de la horquilla en
la region autocomplementaria
(doble hélice)




Triples hélices y H-DNA

Las triples hélices se forman debido al apareamiento de bases de tipo Hoogsteen. De gran
importancia en procesos como: replicacion, transcripcion, recombinacion etc.

A) Se descubrieron usando homopolimeros de ribonucle6tidos:

poli (U)-poli (A)-poli (U)
B) Pueden darse también en homopolimeros de desoxirribonucleotidos:

poli (T)-poli (A)-poli (T) poli (C)*-poli (G)-poli (C)
*(C") citosina protonada en N°
Apareamientos de Hoogsteen

Los nucledtidos que participan en los pares de bases de Watson y Crick pueden formar puentes de
hidrogeno adicionales, sobre todo con los grupos funcionales que se encuentran en el surco mayor.
Los atomos N7, O° y N°® de las purinas que participan en los puentes de hidrogeno del DNA triples se

conocen como posiciones de Hoogsteen, y el apareamiento que no sigue el patron de Watson y Crick
se denomina apareamiento de Hoogsteen.

Surco mayor Surco mayor

C=GC"

Apareamientos de Hoogsteen




Estructura particularmente exotica, es el H-DNA, se encuentra en regiones de polipurina o de
polipirimidina que incorporan una repeticion especular. Ejemplo, un fragmento largo de residuos
de T y C alternados.

....... TCTCTCTCTCTCTC....
...... AGAGAGAGAGAGAG...

Puede existir la estructura de doble hélice, o bien con una cadena doblada hacia atras para formar
una triple hélice (con los tripletes C*-G-C y T-A-T) con lo que queda la otra cadena (Pu)
desapareada.

B Pyr—GTAGEAGCEE —
R EEE R
3 Pr—CATCETEECE

{a)



Estructuras secundarias poco habituales del DNA
Curvaturas, horquillas y cruces

Se han encontrado otras variaciones estructurales dependientes de la secuencia

Ejemplos:

-Cuatro o mas adeninas consecutivas en una de las hebras produce curvatura de la hélice. Seis
adeninas consecutivas producen una curvatura de aproximadamente 18°

-En moléculas de DNA de cadena sencilla la presencia de secuencias autocomplementarias
permite que la cadena se pliegue sobre si misma y forme una hélice antiparalela de bases
apareadas.

TGCGATACTCATCGCA

CE—TTT TITY T 3

> 0
9
olls!

SQQQPH
r
pdololelrlg

“
A

“
\ 4
@

Hairpin

(a)

-En ocasiones pueden formarse horquillas dobles formando una estructura cruciforme, para lo cual
es necesario la presencia de una secuencia palindrémica.

Paz}igdrome - TGCGATACTCATCGCA _—
3" * m LMS!
TT A G C A C G T G CTAA ACGCTATGAGTAGCGT
»dr T T T T T l
-
C T
AATCGTG@GACGATT AC?)

= [alelnl 20|
tlolnleol l o)

Mirror repeat 5' *—r{"r’ ;HT_-) 3'
3' < 5 @ > 5
W o TTAGCACCACGATT § (E
S 1 ) (Y 1 I Y Y %E
AATCGTGGTGCTAA “L:Q;‘)g
x A
Palindromes y repeticiones especulares Cruciform

(b)




Desnaturalizacion del DNA: transicion hélice-ovillo aleatorio

La estructura secundaria en doble hélice es relativamente bastante estable en condiciones
fisioldgicas para el DNA; la pérdida de dicha estructura se conoce como desnaturalizacion.

Calentar

-
Enfriar lentamente

DNA nativo DNA desnaturalizado

Consideraciones termodindmicas del proceso:
1- Factores que favorecen la forma de ovillo aleatorio
a) Repulsion electrostatica entre las cadenas debido a la carga negativa de los fosfatos, en

parte amortiguada por contraiones.
b) La forma en ovillo posee mayor entropia, de acuerdo con:

S=KInW

S = entropia; K = cte de Boltzmann (cte de los gases/n° de Avogadro) y W = n° de subestados de la
misma energia.

Conclusion: A S > 0y positiva e A H <0 y negativa
Portanto, AG=AH-TAS :> negativa (desnaturalizacion).
2- Factores que favorecen la estructura en doble hélice

a) Los puentes de hidrogeno entre las bases complementarias
b) Apilamiento de bases

Estos dos factores dan un incremento de entalpia positivo, que compensan el valor negativo en
sentido contrario, favoreciendo la estructura en doble hélice.
Por tanto, el resultado global del proceso es:

A H e A S son positivos y el signo de A G depende solamente de la temperatura
Conclusion:

A) Temperatura baja: TAS<AH |:> A G positiva — Hélice

B) Temperatura alta: TAS>AH CC——> AG negativa — Ovillo
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Curva de fusion del DNA. La absorbancia relativa es la
relacion de la absorbancia (normalmente medida a 260 nm)
a la temperatura indicada con respecto a la medida a 25° C.
La temperatura de fusion Ty, es la temperatura a la que se
alcanza la mitad de la absorbancia maxima.
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Variacion de la temperatura de fusion, T,,, de diferentes
DNAs en funcion de su contenido G + C. Los DNAs

fueron disueltos en una solucion que contenia NaCl 0.15M
y Na citrato 0.015M

o

{
n
Fraccion desnaturalizada (—)

AG® (—=) para la
desnaturalizacion
& -+

[

T
(b) Temperatura —>

A un valor bajo de temperatura, AG es positivo y la
desnaturalizacion del DNA no esta favorecida. A medida
que aumenta la temperatura, -TAS supera a AH con lo que
AG pasa a ser negativo y la desnaturalizacion es favorable.
El punto medio de la curva sefiala la temperatura de
“fusion”, T, del DNA




Organizacion del DNA en procariotas
Superenrollamiento

a) empaquetamiento
b) Distribucion de la tension entre la torsion y el retorcimiento

Vuelta de superhélice
a) aladerecha ----- sobrenrollamiento (+)
b) alaizquierda --sobrenrollamiento ( -)

Relajacién por la topoisomerasa
r————e

1 2 3 4 5 6

Topoisémeros
parcialmente
relajados

wele 1

DNA muy ;

superenrollado ™ [asmed 4
; Migracion

en el gel

-~-—

6 ; 5 (a) DNA lineal de doble cadena
X P de 1058 pb y 10.5 pb/vuelta
(como el DNA en disolucidn)
doblado en un circulo
Torsién (T) = 10 vuellas

Torsiones

Juntar los
extremos

{b) Circulo sin tensionar: DNA {c) Circulo tensionado: DNA (d) Superenrollado: DNA
circular de doble cadena circular de doble cadena de doble cadena
Numero de ligazén (L) = 10 Nimero de ligazan (L) = 9 Numero de ligazén (L) =9
Torsién (T) = 10 vueltas Torsion (T) = 9 vueltas Torsion (T) = 10 vueltas
pb/vuelta = 10.5 pbfvuelta = 11,67 pbfvuelta = 10.5

Retorcimiento (W) = 0 Retorcimiento (W) = 0 Retorcimiento (W) = -1



Organizacion del DNA en eucariotas

Los cromosomas eucaridticos, constituidos por un complejo formado por DNA, RNA y proteinas
llamado cromatina, son entidades dindmicas cuya apariencia varia de manera espectacular durante las

fases del ciclo celular.

10 pm
(A)

(B)

Comparacion entre la cromatina
interfasica extendida y la cromatina
del cromosoma mitotico. A)
cromatina saliendo de un nucleo
interfasico lisado. B) cromosoma
metafasico (duplicado). Obsérvese
la diferencia de escala.

Micrografias electronicas de cromatina
extraida en las formas extendida y
condensada. a) la cromatina aislada a
baja fuerza idnica tiene un aspecto
extendido de “collar de perlas”. Las perlas
son nucleosomas (10 nm de didmetro) y el
“cordon” es DNA conector. b) la
cromatina aislada a fuerza ionica
fisiologica (0.15M CIK) aparece como
una fibra condensada de 30 nm de
diametro.

EUCROMATINA
Fuerza idnica baja
(Se expresa)

HETEROCROMATINA
Fuerza iénica fisioldgica
(No se expresa)

Los cromosomas humanos poseen entre 48 y 240 millones de pares de bases en sus DNAs, con una
longitud entre 1.6 y 8.2 cm (0.34 nm/bp). Sin embargo, en metafase su estado mas condensado estos
cromosomas tienen una longitud entre 1.3 y 10 um. El DNA cromosomico tiene, por tanto, una relacion de

empaquetamiento superior a 8000 veces.

.Como alcanza el DNA de la cromatina un grado tan alto de condensacion?

Se consigue a tres niveles
a) Nucleosomas
b) Filamentos de 30 nm
c) Bucles radiales




NUCLEOSOMAS

Histonas. Caracteristicas:
a) proteinas basicas de bajo peso molecular
b) secuencias altamente conservada a lo largo de la evolucion

¢) pueden estar modificadas en las cadenas laterales de sus residuos o en el N-término:
(acetilaciones, o-fosforiladas y mono o di N-metiladas

Tipos:
Histonas de timo de ternera
Histona N° restos Masa (KD) % Arginina % Lisina Funcion
H1 215 23.0 1 29 Se une al DNA de c.o’nexi(?n y
colabora en la estabilizacion de
estructuras de orden superior
H2A 129 14.0 9 11
H2B 125 13.8 6 16 2 cadenas de cada una forman el
nucleo central del nucleosoma
H3 135 15.3 13 10
H4 102 11.3 14 11

Secuencia de aminoacidos de la histona H4 de timo de ternera:

Ac — Ser — Gly — Arg — Gly — Lys — Gly — Gly — Lys — Gly — Leu —
Gly — Lys — Gly — Gly — Ala — Lys — Arg — His —Arg — Lys —
Val — Leu —Arg — Asp — Asn — Ile — Gln — Gly — Ile — Thr —
Lys — Pro — Ala — lle —Arg —Arg — Leu — Ala — Arg — Arg —
Gly — Gly — Val — Lys —Arg — Ile — Ser — Gly —Leu— Ile —
Tyr — Glu — Glu — Thr — Arg — Gly — Val — Leu — Liys — Val —
Phe — Leu — Glu — Asn — Val — Ile — Arg — Asp — Ala — Val —
Thr — Tyr — Thr — Glu — His — Ala — Lys — Arg — Lys — Thr —
Val — Thr — Ala — Met — Asp — Val — Val — Tyr — Ala — Leu —
Lys — Arg — Gln — Gly — Arg — Thr — Leu — Tyr — Gly — Phe —

- Las histonas estan conservadas a lo largo de la evolucion. Ejemplo: en el guisante la H4 solo se

Gly — Gly

100
102

diferencia de la de ternera en dos aminodcidos; la valina 60 es isoleucina y la lisina 77 es arginina

- Enrojo los 25 aa basicos

- Subrayados los restos que pueden ser objeto de modificaciones postraduccionales:

A) La serina | invariablemente es N-acetilada, 6 o-fosforilada

B) Los restos de lisina 5, 8,12 y 16 pueden ser N-acetilados, y la lisina 20 puede ser mono ¢ di N-

metilada.



Estructura de las histonas

H2A

H2B

H3 N

H4

cola N-terminal pliegue de la histona

H3 Ha

Organizacion estructural de las histonas del niicleo del nucleosoma. (A) Cada una de las
histonas tiene una cola N-terminal que es objeto de diversas modificaciones y una region plegada.
(B) (arriba) Estructura del pliegue de la histona, tres a-hélices unidas por dos bucles; (abajo) las
histonas 2A y 2B forman un dimero mediante una interaccion conocida como “encajada de manos™.
Las histonas H3 y H4 forman un dimero mediante el mismo tipo de interaccion. (C) Las histones

H2A, H2B, H3 y H4 adoptan una estructura tridimensional similar.

Organizacion estructural del nucleosoma

El primer modelo de la estructura de un nucleosoma fue postulado por Roger Kornberg en 1974,
apoyado en las siguientes evidencias:

1) La cromatina contiene aproximadamente el mismo niimero de moléculas de las histonas H2A,
H2B, H3 y H4, y no mas de la mitad de ese nimero de moléculas de la histona HI.

2) Los estudios de difraccion de rayos X indican que las fibras de cromatina tienen una estructura
regular que se repite aproximadamente cada 10 nm

(A 7

Microscopia electronica de
cromatina aislada de nucleos
interfasicos.A) Filamento de 30 nm.
B) desempaquetada 6
descondensada después del
aislamiento experimentalmente
para observar los nucleosomas
(fibras de 10 nm)




3) Una digestion breve de la cromatina con nucleasa micrococal (nucleasa inespecifica da patrones
especificos) seguido de ultracentrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa y posterior

electroforésis de las fracciones en gel muestra que cada n-mero de la particula contiene 200 bp o
multiplos del mismo.

Gradiente de densidad de sacarosa. Electroforésis de las fracciones del gradiente
Microscopia electronica de las fracciones

Antes del
gradiente

bp
— 1000
— 800

— 600

— 400

— 200

4) Experimentos de cross-linker (dimetilsuberimidato), indican que las histonas H3 y H4 se asocian
para formar el tetramero (H3), (H4),.

Histonas

53.2KD

(H4) 2(H3) »

(H4) (H3) 2
(G 014 ) T I -

(H3) 2
_(H4) (H3)

=4 26.6 KD

T P E——

H3
(H3) - 153 KD

o (H4| 113kD

~¢—Direccion de la migracion

| | | | |
1 2 23 rat 5 6
Masa molecular relativa




Ensamblaje de un octamero de histonas. El dimero de las histonas H3-H4 y el H2A-H2B se
forman a través de interacciones del tipo encajada de manos. Un tetrdmero de H3-H4 forma el
armazon sobre el cual se incorporan dos dimeros H2A-H2B para completar su ensamblaje. Puede

apreciarse que las colas N-terminales de las histonas sobresalen de la estructura en forma de disco
del nucleo.

H2A

dimero "
H3-Ha dimero

H2A-H2B

octamero
de histonas

tetramero H3-H4



Todas estas observaciones permitieron a Kornnberg proponer que las particulas de la cromatina,
llamadas nucleosomas, estan costituidas por el octamero (H2A, H2B, H3 y H4)2, asociado a 200 bp de
DNA. La histona H1 se propuso que estaria asociada a la parte externa del nucleosoma (cromatosoma).
Una digestion posterior corta parte del DNA de los cromatosomas mediante un proceso que libera la
histona H1 (166 bp). Posterior hidrolisis da lugar a la llamada particula niicleo del nucleosoma , que
consiste en una cadena de DNA de 146 bp asociada con el octimero de histonas.

Estructura del nucleosoma

DNA de conexion
(“linker")

Histonas
2A, 28,3, 4

DNA
centr

55 A
(5,5 nm)

4 DNA de conexion

-_—
Rotacion de 180°

1104 (“linker")
{11 nm)
Esquema de digestion:
ONA nucleo de histonas
espaciado del |
S il sl nuclsosomn El DNA nucleosomal de 166
:W: pb/0.34 nm/bp, tiene una
I | relacion de empaquetamiento de

“cadena de cuentas” el nucleosoma incluye .
de la cromatina ~200 pares de 10 (56 nm de longitud se

nucledtidos de DNA

LA NUCLEASA
DIGIERE EL
DNA ESPACIADOR

il 2 £ | pNa =200
nucleosomico v L =166pb

liberada =146pb

DISOCIACION
A ELEVADA
CONCENTRACION

DE SAL
nucleo histénico DNA duaplex
octameérico de 146 pares

de bases

DISOCIACION
A
{ It !
PR Py D& =N

H2A H2B H3 Ha

pliegan dando una estructura
altamente superenrollada de 5.6
nm, 1.7 vueltas de superhélice
levogira)




El ensamblaje del nucleosoma esta mediado por otros factores

La nucleoplasmina ( proteina 4cida) participa en el ensamblaje del nucleosoma actuando
como una chaperona molecular que asocia las histonas y el DNA de manera controlada,
evitando asi su agregacion no especifica debido a sus fuertes interacciones electrostaticas

Nuevo
DNA

H3 + H4 H2A + H2B

Ne o
N
N1 <---- “| ~=Nucleoplasmina

DNA, +
nucleo del

nucleosoma

A Figura 9-18 Mecanismo propuesto de ensamblaje del
nucleosoma en huevos de rana. Tanto la N1 como la
nucleoplasmina son protefnas dcidas que se asocian con las
histonas tal como se indica. De §. M. Dilworth et al., 1987, Cell
51:1009,

Figura 33-10

Micrografia electronica de una horquilla de replicacién del
DNA, generada al bloguear la sintesis de nuevas histonas
por la presencia del inhibidor de sintesis proteica
cicloheximida. Solamente en uno de los dos brazos de la
horquilla de replicacién se han formado nucleosomas, lo
que indica que los nucleosomas asociados con la cadena
paterna de DNA se transfieren solo a una de las cadenas
hijas. [Por cortesia de Harold Weintraub, Hutchinson
Cancer Center.]



FILAMENTOS DE 30 nm

El filamento del nucleosoma de 10 nm presente a baja fuerza idnica que contiene H1, se pliega en una
conformacion en zigzag (filamentos de 30 nm) a medida que la fuerza idnica del medio sube. Su aspecto
sugiere que los nucleosomas interaccionan mediante contactos entre sus moléculas de H1.

A concentracion salina fisioldgica, la
cromatina forma un filamento de 30nm de
espesor.

DNA
Nucleosoma E)

®

Collar de perlas o
filamento de 10 nm

Fibras gruesas o
solenoide de 30 nm

Modelo de como la histona H1 puede cambiar la
trayectoria del DNA vy su salida del nucleosoma

vista lateral

T_.
cm—Q~"

histana H1

Klug propuso que el filamento de 30 nm se formaba por enrollamiento del filamento de 10 nm formando
un solenoide con 6 nucleosomas / vuelta y un paso de rosca de 11 nm. El solenoide esta estabilizado
por las moléculas de H1 y probablemente por la participacion de las colas de las histonas que forman el
nucleo. La relacion de empaquetamiento es de 40 (6 nucleosomas, cada uno con 200 bp, con un total de

11 nm.).

Vista a lo largo del eje de la croomatina condensada dispuesta
en solenoide que muestra la localizacion interior de una histona
HI asociada con cada nucleosoma

DNA

Nucleo del
nucleosoma

Histona H1 \

Modelo solenoidal propuesto para la cromatina, que
contiene seis nucleosomas por cada vuelta de hélice. La
doble hélice del DNA esta enrollada alrededor de cada
octamero de histonas.
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Remodelacion de la cromatina
Caracteristicas:
-Existen distintos tipos
-Complejos multiméricos, > de 10 cadenas
-hidrolizan ATP

-Debilitan las interacciones histonas-DNA (nucleosomas remodelados)

> Complejos de remodelacion

-Cambian de posicion (el nucleosoma cambia de posicion)

Mecanismo
nucleosomas esténdar
| o
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de la cromatina

Y

posici6n alterada - nucleosomas remodelados
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EXPRESION GENICA, REPLICACION DEL DNAY OTROS PROCESOS
| QUE NECESITAN ACCEDER AL DNA EMPAQUETADO EN LOS NUCLEOSOMAS

Funcion:

nucleosoma

proteinas de unién a DNA
especificas de secuencia

&Y

Irregularidades en la fibra de 30 nm mediante proteinas unidas a secuencias especificas
de DNA. Las interrupciones pueden relacionarse con regiones del DNA en las que
faltan nucleosomas o, mas probablemente, con regiones que tienen nucleosomas

alterados o remodelados.




Modificaciones covalentes de las colas de las histonas

Las colas N-terminales de las cuatro histonas del nucleo del nucleosoma tienen una secuencia
altamente conservada y juegan un papel crucial en la regulacion de la estructura de la cromatina.

Modificaciones de las histonas
-postraduccionales

-post-ensamblaje del nucleosoma:

a) no afectan la estabilidad del nucleosoma

b) afectan la estabilidad del filamento de 30 nm y otras estructuras superiores
¢) gran capacidad para atraer especificamente a determinadas proteinas. Las cuales:

-modifican el grado de empaquetamiento de la cromatina

-facilitan el acceso al DNA
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BUCLES RADIALES

Los cromosomas metafasicos desprovistos de histonas muestran un esqueleto central de
proteina fibrosa rodeado por un extenso halo de DNA. Las cadenas de DNA forman
bucles que entran y salen del esqueleto practicamente en el mismo punto.La mayoria de
estos bucles tiene una longitud entre 15 y 30 um (que corresponden a 45-90 kb), con lo
que al empaquetarse como filamentos de 30 nm tendrian una longitud de 0.6 um.

Micrografias electronicas de cortes transversales de cromosomas, sugieren que las fibras
de cromatina de los cromosomas metafésicos estan dispuestas de forma radial. Si los
bucles que se observan corresponden a esas fibras radiales, cada uno deberia contribuir
con 0.3 um al didmetro del cromosoma ( una fibra debe doblarse sobre si misma para
formar un bucle). Teniendo en cuenta los 0.4 um de anchura del esqueleto, este modelo
predice 1.0 um para el didmetro del cromosoma metafésico, concordando con lo
observado. Un cromosoma humano de 140 millones de bp, tendria por lo tanto 2000 de
estos bucles radiales de 70 kb. El esqueleto de dicho cromosoma, de 0.4 um de
diametro, tiene una superficie lo suficientemente grande, a lo largo de sus 6 um de
longitud, como para unir ese nimero de bucles radiales. Por tanto, el modelo de bucle
radial explica la relacion de empaquetamiento del DNA observada en los cromosomas
metafésicos.
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Organizacion del material genético eucariotico: Resumen

Modelo de empaquetamiento de la cromatina y
el armazon de los cromosomas en metafase.

En los cromosomas en interfase, largas porciones
de cromatina de 30 nm forman asas hacia el
exterior de los armazones extendidos. En los
cromosomas en metafase, el armazon se pliega
para formar una hélice y se empaqueta aun mas
para formar una estructura muy compacta, cuya
geometria exacta aun no se conoce.

Cromosoma
en metafase

Forma
asociada
con el
armazon
condensado
~
Armazon del
cromosoma e
Forma J
asociada QWDSNA
con el 200 L
armazén nm
extendido
Armazon
de
proteinas
Fibra de
cromatina
de 30 nm de
nucleosomas
empaquetados . e . 5
;- Microfotografia electréonica de un cromosoma
en metafase sin histonas, por tratamiento con
un detergente suave. Se distingue un armazon de
proteina no histona (estructura oscura), del que se
extienden largas asas de DNA.
Forma de
cromatina
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“perlas
de collar”
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