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La duplicacio del DNA
| la biosintesi de les proteines

 Introduccio
* La duplicacié del DNA.

- El sentit de creixement dels nous
filaments.



Introduccio

El DNA és una molecula bicatenaria en forma de doble helix.

Les dues cadenes que el formen son antiparal-leles, complementaries i es
troben enrotllades de forma plectonimica.
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Funcions del DNA:

« Emmagatzemar la informacio genetica.

* Transmetre la informacio a la descendeéencia.
(Replicacio o duplicacio)

* EXxpressar la informacio en forma de proteines.
(Transcripciod | traduccio)
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protein Dogma central de la biologia molecular
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Flux de la informacio genética. Segons el dogma de la biologia molecular, la informacié genetica es perpetua mitjangant el
procés de la replicacio i s’expressa pel procés de transcripcio, que produeix un RNA que serveix de motlle per sintetitzar la
proteina, que, finalment, executa la funcio.



Flux de la informacid genetica en eucariotes

Citoplasma
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Transcripcion
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Traduccidn

ADN Proteina

Replicacion

Replicacié: Procés mitjancant el qual a partir d’'una molécula de DNA se’n sintetitzen dues d’identiques.

Transcripcié: Procés mitjancant el qual, a partir d'una molécula de DNA es sintetitza una molécula de
RNA complementaria d’'una de les cadenes del DNA

Traduccid: Procés mitjancant el qual, a partir d'una molecula de mRNA es sintetitza una proteina.
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La duplicacio o replicacio del DNA

Procés mitjancant el qual a partir d'una
molecula de DNA de doble helix se'n
sintetitzen dues de identiques.

La molecula “progenitora” serveix de
“motlle” per a la sintesi de la seva
copia.

La replicacido té lloc necessariament
cada cop que es divideix una cel-lula i
constitueix una etapa del seu cicle de
vida.




Primeres hipotesis sobre |la duplicacié del DNA

* Hipotesi conservadora. DNA

L. . . arental
* Hipotesi semiconservadora PRCEIV

(Watson 1 Crick)
* Hipotesi dispersiva.
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Hipotesi replicacio semiconservadora

Proposa gue les dues

cadenes del DNA inicial se B
separen | cadascuna serveix DNA parental
de motlle per a la sintesi

d’una nova cadena.
Aquesta hipotesi es deguda /\
als cientifics Watson i Crick.
~ ~
( Molécules (
DNA filles

Cadascuna de les molecules filles conté un filament
parental i un filament de nova sintesi.



Hipotesi replicacié conservadora

Proposa que despreés de la
duplicacio qued_en, d’'una e
banda, els dos filaments BIN el

antics junts I, de I'altra, els

dos filaments nous.
Molecules

DNA filles

Molécula amb els dos filaments Molécula amb els dos
parentals. La molécula parental filaments de nova sintesi
es conserva.



Hipotesi replicacio dispersiva

Proposa que els filaments, al

final, estan constituits per .
una mescla de fragments de DIV perEEl
DNA antic | de DNA acabat

de sintetitzar.

b
‘

Molecules
DNA filles

(/

Les molécules filles estan formades per dos filaments cadascun
dels quals conté segments parentals i segments de nova sintesi.

)(\\’



Hipotesi Hipotesi

semiconservadora

conservadora

Hipotesi
dispersiva

DNA parental

Molecules
filles després
d'un cicle de
replicacio

Molécules
filles després
de dos cicle
de replicacié



Meselson | Stahl, 'any 1957, demostren que la
hipotesi correcta sobre la duplicacio del DNA és la
hipotesi semiconservadora.

Original
template

Quins experiments van fer per comprovar-ho?



Experiment de Meselson i Stahl

Cultiu de bacteris
de Escherichia coli
en un medi amb
15N (isotop pesat
del **N). Els
bacteris al
reproduir-se
incorporen *N al
se DNA.

Resultats

©

Mostra de DNA
centrifugat després
de 20 minuts
(després d’'una
replicacio)

\

Bacteris transferits a un
medi amb N (isotop
normal del nitrogen). A
partir d’'aquest moment el
DNA nou que sintetitzen
els bacteris incorpora N
| per tan sera DNA més
lleuger que el parental.

Cada 20 minuts, extraccio de bacteris del medi que conté N4, i
separacié del DNA que contenen per un procés de centrifugacio

en un gradient de densitat.

OF

Mostra de DNA
centrifugat despres
de 40 minuts
(despreés de dues
replicacions)

B sl

A Mes lleuger

\/ Més dens



'Se llena un tubo de una

‘centrifuga con una solucién
-~ salina pesada y fragmentos

‘de DNA. |

Centrifugacio en un
gradient de densitat

g

' Luego se centrifuga la solucion
_ a alta velocidad durante
varios dias.

‘Se desarrolla un gradiente de
‘densidad dentro del tubo. El DNA
DNA con "N —— ¢ ‘pesado (con '>N) se movera hacia
el fondo; el DNA ligero (con "N)

DNA con 'SN ~ permaneceré cerca de la superficie.

Meselson i Sthal van utilitzar la centrifugacié en un gradient de densitat per distingir
entre el DNA pesat carregat amb 15N del DNA lleuger carregat amb 14N,
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Conclusié Meselson i Stahl conclouen que la replicacié del DNA segueix el model semiconservador al
comparar els seus resultats amb les prediccions per a cadascun dels tres models.

Primera replicacié Segona replicacio

~

Model conservador

Model semiconservador /\/r\

LE= 0

Model dispersiu AVA
LR
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Propietats de la replicacio

Es semiconservadora

Sempre comenca en uns punts especials anomenats
origens de replicacio

Es bidireccional
Té lloc en sentit 5’ - 3’

Es semidiscontinua



* Lareplicacio és semiconservadora.

Propietats de la replicacio

En la duplicacié del DNA, les dues cadenes inicials se separen i cadascuna serveix de
motlle per a la sintesi, segons la complementarietat de bases nitrogenades, d’'una nova

cadena.
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Doble hélice de ADN

Puentes de hidrégeno
se rompen y hélice
se abre

Cada cadena de ADN
actua como molde para
sintesis de nueva
cadena complementaria

Replicacion produce
dos hélices dobles de
ADN, cada una con
cadena nueva y vieja

La replicacion del ADN es semiconservativa, lo que significa que cada cadena de la doble hélice
del ADN funciona como molde para la sintesis de una nueva cadena complementaria.

Imatge. khanacademy.org



Propietats de la replicacio

La replicacio comenca en uns llocs concrets anomenats origens de replicacio. En bacteris,
hi ha un unic origen de replicacio. En eucariotes, hi ha molts origens de replicacié. L'origen
de replicacio presenta una sequeéncia de nucleotids especifica. Els enzims que inicien la
replicacié reconeixen aquesta sequencia, es fixen al DNA i separen les dues cadenes obrint
una bombolla de replicacio.

La replicacio és bidireccional. A partir de I'origen de replicacio, la duplicacié avanca en els
dos sentits fins a completar-se la copia de tot el DNA.

Lazo
l Horquilla de | Horquilla de

replicacion m replicacion

Les dues cadenes de DNA es repliqguen al mateix temps a partir de I'origen de replicacié. En aquest punt els
filaments se separen i es forma una estructura anomenada bombolla de replicacié ("lazo" en la imatge) els extrems
de les qual s'anomenen forquetes de replicacié ("horquilla de replicacion" en la imatge).
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Bacterial chromosomes have a single
point of origin.

DU aTDs

Zy—> Old DNA
New DNA

Replication
Origin of proceeds in
replication  both directions



(a) Origin of replication in an E. coli cell

Origin of
replication Parental (template) strand

—_— Daughter (new) strand
Double- o

stranded Replication fork
DNA molecule Repllcatlon
bubble
Two
daughter
DNA molecules —

O/

8 2011 Pearson Education, Inc.
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En ceél-lules procariotes la replicacié té lloc de forma bidireccional a partir d’'un Unic origen de replicacid. EI DNA procariota és circular.



structures




(a)

Cadena parental (motlle)

Cadena filla (nova)
Origen de replicacié

Forqueta de replicacio

Bombolla de replicacié

Dues molecules filles de DNA

Els eucariotes presenten centenars o milers d’'origens de replicacié. Les
cadenes parentals s'obren i formen les bombolles de replicacié. Aquestes
s'estenen lateralment a mesura que progressa la replicacié en totes dues
direccions. Les bombolles acaben fusionant-se i es completa la replicacié. El
DNA eucariota és lineal.
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(b) cellula de hamster. S'observen tres bombolles de

replicacié (MET).
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Bacteria

Origin

B

Eukaryotes
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Replication initiation in bacteria and eukaryotes. (A) Most
bacteria have a circular chromosome with one origin,
although there are exceptions to this. lllustrated here is
the E. coli chromosome that has one origin from which
two replication forks proceed in opposite directions. (B)
Eukaryotes have long linear chromosomes. Bidirectional
replication is initiated at multiple origins along each
chromosome



El sentit de creixement dels nous filaments




| REACCION DE POLIMERIZACIONDEL ADN
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La replicacio del DNA s’esdevé mitjancant una reaccio de sintesi:

(ANMP),, + dNTP <> (dNMP),, , ; + PPi

[ ] 1 —
| 1
577 579
Cadena 0-p=0 0-P=0 Cadenaden + 1
. ,d‘_:" n 0 0 desoxiribonucleottids
desoxiribonucleotids l |
C Hzf‘ 0
——————— 0 0 3
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________ | d
Desoxiribonucleotid : '
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ue s'incorpora 3
q P I OH I OH -~

A l'extrem 3’ de la cadena en formacidé (de n nucleotids), es produeix la incorporacié d’'un desoxiribonucleotid trifosfat (ANTP).
D’aquesta uni6é se’'n despren pirofosfat inorganic (PPi) i se n’obté una cadena amb un desoxiribonucledtid més, incorporat al fragment
inicial (n + 1).



La DNA polimerasa

La DNA polimerasa és I’enzim encarregat de sintetitzar el DNA

1956, Kornberg

Comenca I'estudi sobre els mecanismes
pels quals es produeix la duplicacio del
DNA.

Ailla I'enzim DNA-polimerasa del bacteri
Escherichia coli. Amb aquest enzim va
ser capac de sintetitzar DNA in vitro.




Quines particularitats te la DNA-polimerasa?

Es incapac de sintetitzar una cadena de DNA de novo.

Nomeés pot afegir nucleotids a I'extrem 3' lliure d'una cadena ja
comencada (anomenada encebador o "primer").

Necessita una cadena patroé (motlle) a la que copiar de forma
complementaria.

f A= .;.: o= - N 0.z
DNApatr6 —*> " > ot R B
1

Encebador ___, 8B AEL
o "primer" R



http://www.maph49.galeon.com/adn/phosdib4.gif

DNA patré

Encebador
o "primer"

http://www.maph49.galeon.com/adn/phosdib4.gif
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DNA polimerasa

DNA
encebador Per poder fer la seva tasca, la DNA-polimerasa necessita...

* Desoxiribonucleotids 5'-trifosfat lliures (dATP, dGTP, dCTP i dTTP)

* Un encebador o "primer” (és a dir una cadena ja comencada).

* Una cadena de DNA patr6 o motlle.

Imatge. Grup Promotor Santillana



Cadena nova Cadena motlle Cadena nova Cadena motlle

Extrem 5' Extrem 3' Extrem 5' Extrem 3'

A A

Desoxiribosq

Fosfat

PP, yOH

Extrem 3'

Desoxinucleotid trifosfat OH

N
20)

Extrem 5' Extrem 5'

La DNA-polimerasa només pot unir els nucleotids a I’'OH del carboni 3’ lliure del “primer”. La nova
cadena sintetitzada creix en sentit 5'—=3'.



Tot clar de moment ?
Fes memoria...

ADN polimerasa
cebador y nueva cadena
7 C{ N
gl l ! |/ e AD
T T T T
2;||||||||||||| |ll|||$f
J Y A
cadena
anterior GAATCAC ?('T

CTTAGTGAC
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Un cop descoberta la DNA polimerasa i coneguda la seva forma
d’actuar, als investigadors els sorgeixen dos problemes ...

* Dilema 1: Si la DNA-polimerasa necessita un ;‘ -
encebador, gui sintetitza aquest encebador | com o
ho fa? N

N

* Dilema 2: Si la DNA polimerasa nomes pot unir
nucleotids a l'extrem 3', de quina manera €s pot
sintetitzar la cadena 3' -5’ ?




Origen de
replicacio

] Replicaci6 bidireccional

Dilema 1
Si la DNA p_oll_mergsa r]o pot comencar la sintesi des ATorigen de replicaci6, la doble helix s'obre
de zero, qui sintetitza 'encebador? i es forma una bombolla de replicacié6 amb
. dues forquetes a partir de les quals la
duplicacié avancara en els dos sentits
Cadena DNA nova
Cadena DNA patr6 !

I Cadena DNA patro

Dilema 2
Si no hi ha cap DNA polimerasa que pugui afegir nucleotids a Cadena DNA nova
I'extrem 5’ .. Com pot créixer la nova cadena en aquesta

direccio? Com es formen aquestes cadenes?



Com es van resoldre els dos dilemes?
Els fragments d'Okazaki

1968 Okazaki.

Descobreix uns fragments
(anomenats fragments d'Okazaki)
constituits per uns 50 nucleotids de
RNA | entre 1000 i 2000 nucleotids de
DNA que van donar solucio als
dilemes plantejats.

5'%3'

RNA DNA



Els fragments d'Okazaki son sintetitzats per una
RNApolimerasa (també anomenada primasa), que no
necessita encebador, | després per una DNA-polimerasa,
en direccio 5’ - 3’ sobre diferents regions del filament patro.

El fragment de RNA el sintetitza la
RNApolimerasa, que pot comencar la

sintesi des de zero i ho fa en sentit5’' - 3 EI DNA segiient el sintetitza la

DNApolimerasa
o' / 3

3 S

Fragment d'Okazaki

DNA patro



El fragment de RNA el sintetitza la

RNApolimerasa, ja que pot comencar la

sintesi des de zero i ho fa en sentit 5" - 3 EI DNA el sintetitza la
DNApolimerasa

5I SI
Fragment d'Okazaki
DNA patré
3 S'
Cadena continua (adelantada)
3
| ’
5 Aer 0
3 cebador
= 5

Primer

S
XB‘
5

Fragmentos de Okazaki de la
cadena discontinua (rezagada)



Allargament del RNA «primer»
per una DNA polimerasa
DNA patr6 Inici sintesi RNA Sintesi RNA «primer»

3’ 3! 3 3

.

]

3!

Of=1=1=101=Z1O10
-

DNA
polymerase

A

Primase

=] kBl (8] P P (=

>

O

= 1IOIO1=10 01—

5 5’ B¢

Fragment d'Okazaki



Soluci6 al dilema 1:

El “primer” o encebador de RNA és sintetitzat per la RNA-polimerasa la qual no
necessita cap encebador per poder sintetitzar fragments de RNA.

Solucio al dilema 2:

Els fragments d’Okazaki.



Solucio al dilema 1.
El “primer” o enceb

ador de RNA sera sintetitzat per

la RNA-polimerasa la qual no necessita cap encebador
per poder sintetitzar fragments de RNA.

Solucié al dilema 2: els fragments d’Okazaki.

La nova cadena en aquesta direccio es sintetitzara de forma discontinua mitjancant
successius fragments d’'Okazaki que s’aniran formant a mesura que la bombolla de
replicacio és vagi obrint

Cadena continua (adelantada)

3
| ?
5 Aer 0
3 cebador
51
%.

3 » Fl‘rimer
SN
5

Fragmentos de Okazaki de la
cadena discontinua (rezagada)

Els fragments de RNA despreés seran
eliminats i susbtituits per DNA.



Bombolla de replicacio
(2 forguetes de replicacio)

Lagging \ Helicase
strand \
I

RNA Okazaki Leading Newly made ~ DNA
primer fragment strand DNAstrands ~ polymerase




punt diniciacié de la replicaci Cap polimerasa no pot afegir nucleotids aqui

5|

/E

Cap polimerasa no pot afegir nucleotids aqui

origen de replicacio

creixement continu ) ) )
creixement discontinu

3I

creixement discontinu creixement continu

Explicacié del procés gracies als fragments d’Okazaki

Imatge. Grup Promotor Santillana



E) .. . sintesis de DNA en una |
cadena avanza de derecha a izquierda...

Molde
s expuesto

Direccidon de la sintesis

KB Dado gue las dos 3 ...y lasintesis de DNA Horquilla de
cadenas molde son .| siempreesde 5 —»3',... replicacion
antiparalelas. .. ' i - —
ant SE S RS Ty & sintesis» S Ty
Molde
e B expuesto
B3 ...y sobre la otra cadena, c LR

de izquierda a derecha.

La sintesi de DNA es produeix en les dues cadenes simultaniament, perdo en direccions oposades. La

replicacio del DNA en una forqueta de replicaci6 comenca quan la molecula de DNA de cadena doble es
desenrotlla per proporcionar dos motlles de cadena simple.



EB En la cadena molde inferior, la sintesis del DNA
. avanza en forma continua en la direccién 5'—»3" |
| igual que el desenrollamiento. :‘

5
3’ <) Cadenas molde

3 7 .
DNA recién
sintetizado

y replicacion

1

a En la cadena molde superior, la sintesis del
| DNA se inicia en la horquillay avanza en la |
. direccion opuesta al desenrollamiento; por |
. ende, el molde se agota con rapidez.

a La sintesis del DNA se vuelve a iniciar |
| sobre la cadena superior, en la horquilla, |
|y se aleja cada vez més de la horquilla
hasta que se gueda sin molde.

discontinua; los fragmentos cortos de DNA l
. producidos por la sintesis discontinua se
- llaman fragmentos de Okazaki.

- Cadena retrasada
\ /Sintesis discontinua
/\.— . - "”\ del DNA
S' 3' 51 3'

3’

Cadena lider
Sintesis continua
del DNA

La sintesi de DNA es continua en una cadena motlle i discontinua en l'altra.



Hebra h
Rezagada o
de Sintesis
Discontinua )

Hebra
Conductora o
de Sintesis
Continua




Cadena T

rezaqada
3¢ _9/ R Fragmentos
5! de Okazaki
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molde DNA pol | DNA pol |

7 /
3 ——l C, 3 —— ©, 3 ——l ©,
5 |_5-_ 3 5 | o 3 ! - 3
G EL S pnllm;_ras; exo 5+ 3

Activitat exonucleasa 5’ - 3’ de la DNA polimerasa.

La DNA polimerasa elimina el «primer» en direccio 5’ - 3’ i omple el buit deixat amb
nucleotids nous complementaris mitjancant la seva activitat polimerasa 5’ - 3’

4 Yo B ¥ 5 I

3" . 5’ ZT— 3" . 5
AMP+
PJ

Activitat de la DNA ligasa.

L'enzim estableix un enlla¢c covalent entre el 3'-OH de I'Ultim nucleotid afegit per la

DNA polimerasa i el 5'-P del fragment d'Okazaki seglent. L'ATP aporta I'energia
necessaria per aquesta unio.



Espacio entre los fragmentos
de Okazaki

/ ARN cebador
3 /5 /

UIGICIG]A A
cncs

3 i i = = § i = i__ e e e
Eilrnlnacldﬂ del ARN por la Hcthndad
Polimaerasa | | exonucleasa §5'— 3

Reileno del espacio con ADN
3 5

€ GIT |G
GCTE A TE‘.ﬁE

ADN ligasa | Unitn de los fragmentos de ADN

GlAIGITIGRE |GlAJA ClAlG
{:TEIEIJC

AU — LJ ,5_, J ;5*
SR el et |.H.u|=rr =




DNA Replication

Introduction Heredity Duplex Nature Mutations

Duplex Nature

<< << @ p» b

The duplex structure of DNA, discovered by Watson and Crick in 1953, is a
double helix. Each of the two strands of the double helix is comprised of
the nucleic acid bases adenine (A), guanine (G), cytosine (C) and thymine
(T) attached to a backbone of sugar and phosphate molecules. Each
purine base (A or G) on one strand will pair up with a pyrimidine base (C or
T) on the other strand in a specific manner - A:T and G:C. Because the
bases match up in this complementary fashion, if the two strands are

separated each can act as a template for the copying, or replication, of the
other.

Clica damunt la imatge per accedir


https://drive.google.com/file/d/1waZDh3DhZPLMQ9XJNZL5FB_cWswBJp2m/view?usp=sharing

Sintesis continua de la cadena 5’ - 3’

Enzimas

v
8)

>
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
AT CGAACOCSGTTS G CACTC CGTTGTCATC

u A &6 €C T T G G C A A\C G T G

3'

Sintesis continua de la cadena en direccién 5'—>3'. La sintesis de esta cadena no plantea ningun problema.
Asi, una vez separadas ambas cadenas, se sintetiza el primer y la ADN pol. Ill (una de las enzimas que unen
los nucledtidos) va a elongar la cadena en direccion 5'—-3'.




Sintesis discontinua de la cadena 3’ - %’

Enzimas

Sintesis discontinua. La cadena complementaria no se va a replicar en sentido 3'—=5' sino que se replica
discontinuamente en direccion 5'—-3'. Primero se sintetiza el primer (ARN) y posteriormente este se elonga
con ADN. EI ARN es posteriormente eliminado y los diferentes fragmentos sintetizados, llamados fragmentos
de Okazaki, son unidos entre si.







Propietats de la replicacio

La replicacio té lloc en sentit 5’ - 3’. La direccié en que actuen els enzims és Unica, de 5’ a 3’, la qual
cosa determina que el flament que fa de motlle hagi de tenir la direccié 3’ -5’ per tal que la nova
cadena en formacio, complementaria i antiparal-lela tingui la direccié 5’ - 3'.

La sintesi del DNA és semidiscontinua. Per a la mateixa forqueta de replicacio, en una cadena, la
replicacio é€s continua i en l'altra és discontinua. Tal com va proposar Okazaki en el procés de
duplicacio de les dues cadenes parentals, una de les cadenes es sintetitza de forma continua (cadena
conductora) en la que la sintesi es desenvolupa en la mateixa direccio de I'enzim o de la forqueta de
replicacio; mentre que l'altra cadena es sintetitza de forma discontinua (cadena retardada) ja que la
seva sintesi es realitza en contra de la forqueta de replicacid mitjancant fragments, els fragments
d’Okazaki.

Fragmentos de Okazaki |
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