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Replicacao do DNA

Processo que precede a divisao celular e através do
qual sao geradas copias das moléculas de
DNA presentes na célula-mae, a seguir herdadas pelas
duas células-filhas

' m Duplicacdo dos
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Mecanismo de replicacao do DNA

“Nao escapou a nossa
atencao que o pareamento
especifico ora proposto por
nés sugere imediatamente
um possivel mecanismo de
cépia do material genético”

Watson & Crick, Nature, 1953

* O mecanismo de replicacao
é baseado no pareamento das
bases da dupla hélice do
DNA.

* A estrutura do DNA contém a
informacgao necessaria para
perpetuar sua sequéncia de
bases

Old New New Old
strand 1 strand 2 strand 1 strand 2

Fita 1 Fita2 Fita1 Fita2
parental “filha” “filha” parental



Modelos para a replicacao do DNA

dispersive replication



Estudo do mecanismo molecular de replicacao
utilizando incorporacao de isotopo pesado de
nitrogénio

Cultivo de bactérias em meio contendo Transferéncia das bactérias para meio
5SNH,CI (is6topo pesado) _ contendo “NH,CI (is6topo leve)

! Extracao e purificacao do DNA
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Experimento de Meselson & Stahl, 1958

Cultivo de bactérias em meio contendo _ Transferéncia das bactérias para meio

5SNH,CI (is6topo pesado) contendo “NH,CI (is6topo leve)

Extracao e purificacao do DNA, seguido de separacao por centrifugacao em gradiente de CsCl,

apos tempos de cultivo suficiente para duplicacao das células
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Experimento de Meselson &
Stahl, 1958
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Replicacao do DNA é semi-conservativa

Experimento de Meselson & Stahl, 1958
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Replicacao conservativa




Replicacao do cromossomo
bacteriano

Cultivo de bactérias Experimento de J. Cairns, 1963

em meio contendo - Isolamento do DNA, - Observagio em
t||:n_|d||;a marcada com espalhamento em microscopio eletrénico
tritio (°H), emulsio fotografica
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— Confirmou que o cromossomo de e.coli é circular

— Revelou que o desenrolamento e replicagcao das fitas de DNA sao processos simultaneos



Replicacao €

Cultivo de
bactérias

‘ Adicdo de dTTP (3H),

incubacgao por alguns

minutos e diluicao com
dTTP nao radioativo

Isolamento do DNA,
espalhamento em
emulsao fotografica

Observagao em
microscoépio
eletronico
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Figure 24-4, The autoradiographic differentiation of unidirectional
and bidirectional 6 replication of DNA. [Courtesy of David M. Prescott
and P.L. Kuempel, University of Colorado.]

Copyright 1999 John Wiley and Sons, Inc. All rights reserved,



Replicacao se inicia em um unico
ponto do DNA




Replicon= unidade do DNA onde esta
ocorrendo um evento de replicacao

« Origem + Término
« Ativados apenas uma unica vez em cada ciclo celular
« O genomade uma possui um

« Cada possui e todos sao
ativados uma unica vez no ciclo celular ainda que nao

simultaneamente

« Cada replicon define duas que avangcam

em sentidos opostos



Forquilha de replicacao

Regiao do DNA onde ocorre a transicao do DNA parental
fita dupla para as novas fitas filhas duplas

e 2

Replicated DNAs Parental DNA

Replication fork



O genoma bacteriano circular
constitui um unico replicon

Replicating 6 structure Appearance of 0 structure

by electron mioscopy

« Um unica origem de replicagao em E.coli
(OriC, 245 pb)

A velocidade da forquilha de replicagao
bacteriana é 50.000 pb/min

» replicagao do DNA em menos de 30 min.
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O genoma eucarioético possui
varios replicons
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* Os replicons eucariéticos tem 40-100 kb e sao iniciados em tempos diferentes
« A velocidade da forquilha de replicacao eucariética é 2.000 pb/min
* Duplicagcdao do DNA em uma célula somatica demora ~ 6hrs (fase S do ciclo celular)



Na replicacao o DNA é
sintetizado por

 DNA polimerase | foi isolada a
partir de E.coli em

« As DNA polimerases necessitam
sempre de um e uma

O substrato da sintese é o

(ANTPs)

» A sintese de DNA ocorre pela
adicao de nucleotideos a

da cadeia em
crescimento.

*Sentido da sintese é

Template has free 3-OH end

Incoming nucleotide has 5'-triphosphate

5' PPF\§ OH 3'
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5 nnnn OH 3 o*
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Diphosphate is released when nucleotide is added to chain
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5-.....%;;- OH
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Sintese da cadeia de DNA envolve a

formacao de ligacoes covalentes do tipo

fosfodiéster

Desoxiribonucleosideo (|)_
5 “trifosfato 0—P—0"
(substrato) |
7
0= 1|3—O“
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::____ |
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Primase

RNA polimerase responsavel pela sintese de trechos de RNA
iniciadores (=“primer”) durante a replicacao do DNA.
Iniciadores de RNA tém 10 a 60 nt de tamanho.

Prové trechos de dupla-fita com extremidade 3’ livre necessarios
para que a DNA polimerase possa agir.

Os iniciadores de RNA sdo removidos no final da replicacio.

Leading strand
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5 et Y |
UKaZakl rragment

|
Ay

Iniciadores de
RNA

Helicase
Primase



Sintese de DNA ocorre
eé

Extremidade 5’
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Extremidade 3’

na direcao

5’ Fita com sintese continua: “Fita Lider”

Direction of movement 3! 5
of replication fork 3’

-

Okazaki —; -

fragments | 5’ 3

3’ . ’ , .

5 Fita com sintese descontinua: “Fita atrasada”

4

Fragmentos de Okasaki:
Bactéria: 1.000 a 2.000 pb
Eucariotos: 150 a 200 pb




Geometria do pareamento das bases
contribui para a fidelidade da
replicacao do DNA

Pareamento correto

H
CH3 O1iH—N Pareamento incorreto
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Como evitar que a DNA polimerase cometa
erros durante a replicacao?

Atividade revisora (atividade exonuclease 3’ — 5')
garante a fidelidade da replicacao

1 DNA polymerase has entry site available
PPP,
. 8
5, AN R OH 3 ““
.
( 3 Enzyme advances 1 nucleotide

L E B 3 OH
2 Nucleotide enters and forms bond

S5 ununn B 3' OH
4 Mismatch causes removal of nucleotide; enzyme retreats 1 bp
Finunns MP 5' P

OH
<
5asnus OH 3' ‘.0
Importante: apesar da atividade m nus

revisora da DNA polimerase ainda
ocorrem erros durante a replicagao (1 a
cada 100.000 nucleotideos). Aulas 6 e 7

OH



Propriedades das DNA-polimerases
bacterianas

Polimerizagcao 5’ » 3’ +
Exonuclease 3’ > %’ +
Exonuclease 5’ —» 3’ @
Numero de subunidades 1
Velocidade de
Polimerizacao(nt/seg) 16-20

Processividade 3-200
(nt adicionados antes
da dissociacao da fita-molde)

1.500

l

250-1.000

= 500.000

l

Participa no
Reparo do DNA

Principal enzima de
replicacao em E.coli

Atividade exonuclease 5’ — 3’

responsavel pelo processo de remocao dos iniciadores de RNA




Atividade exonuclease 3'—5’ (atividade
revisora) e exonuclease 5'—3' (remocao
de primers RNA) localizam-se em regides

distintas (dominios) da DNA Polimerase

Fragmento Klenow
DNA polimerase |
(Holoenzima)

Tratamento brando
com _,:"

Fragmento com atividade DNA
polimerase e atividade 3' — &’
exonuclease (atividade revisora)

polymeraze

5 -» 3

domain

exonuclease
3 > 5 exonuclease domam> domain

. Fragmento com atividade

5 — 3’'exonuclease




A DNA polimerase III &€ multimérica, formada

por 17 cadeias polipeptidicas, com uma
simetria dimérica

Fita na qual ocorre a Fita na qual ocorre a
sintese continua sintese descontinua

As sub-unlfjacj(e_s T mantem a Nature Reviews Molecular Cell
estrutura dimérica Biology 3, 364-376 (May 2002)




As 2 sub-unidades beta () da DNA-
polimerase III envolvem a dupla hélice
formada durante a replicacao e mantem o
DNA associado a enzima

Sub-unidades beta da Pol Il

\‘ o

-~ ~

- ’.ﬂ' *
Dupla - hélice / NI

nascente

Figure 28.20
Biochemistry, Sevent|

mistry,
© 2012 W. H. Freeman and Company



A incorporacao de nucleotideos € catalizada pela
subunidade alfa (o), que juntamente com as

subunidades epsilon (€) e teta (6) formam o
nucleo (“core”) da DNA polimerase III

Estrutura da subunidade alfa da DNA
polimerase bacteriana

Pol Il 5
(Ix ,
C-term ’ NI;@:
(e :
B-clamp -
DNA 5 13




Replicacao ocorre em 3

etapas

* |niciacao
* Elongacao

* Terminacao
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Iniciacao - 1° estagio da replicacao
(E.coli)

Estrutura da origem de replicacao bacteriana oriC

Tandem array of Binding sites for DnaA protein,
three 13 bp sequences four 9 bp sequences
v v v v v v v
== [« E = =
Consensus sequence Consensus sequence
GATCTNTTNTTTT TTATCCACA
« A origem de replicacao OriC é (Fmesma

sequencia em diferentes espécies).
» sequéncias repetidas com 9 e 13 bases,
* enriquecida na , alvo de

na adenina.



Proteinas presentes na origem de
Replicacao de E.coli

DnaA

Reconhece a origem oriC em sitios especificos ricos em A-T
na dupla-fita

DnaB (helicase)

Desenrola o DNA (consome ATP para romper ligagdes de
hidrogénio)

DnaC

Auxilia a ligagao de DnaB na origem

HU

Proteina do tipo histona que estimula a iniciacao

Primase (DnaG)

Sintetiza os iniciadores de RNA (Polimerase de RNA)

Single strand binding
(SSB)

Liga a fita simples de DNA

DNA girase
(topoisomerase)

Alivia a tensao torsional gerada pela abertura da dupla-fita
(cliva e religa a cadeia fosfodiester)

Dam Metilase

Metila as sequéncias GATC na OriC




Supercoiled
template

Proteina
tipo histona



Origem de Replicacao em bactérias

Somente origens completamente metiladas podem iniciar
a replicacao

Methylated
DNA

Me
GATC
CTAG

Me

Replication

Hemi-
methylated
DNA

Me
GATC
CTAG

GATC
CTAG
Me

Dam methylase

m/&\ Active origin

ﬁ \\/)\%RE / )\\[ R\~ / &\ Inactive origins

Dam methylase

A hemi-metilacdo (estado temporario apos a replicacédo) permite que célula discrimine a
fita parental da fita-filha. O sitema de reparo mismatch age na apenas na fita hemi-
metilada. Aula de Reparo de DNA



Esquema da DNA polimerase lll associada
a DnaB helicase

DnaB
(helicase)

Fita na qual ocorre a
sintese continua

Fita na qual ocorre a
sintese descontinua

Figure 28.22
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



Elongacao - 2° estagio da

replicacao
DNA topoisomerase 11 - Leading strand synthesis
(DNA gyvrase) _{DNA polymerase IIT)
3)
5 f“ — 5
(@ ) QEication fork movemeny,  Lgging
30 ~ strand
R Y
D-naB ‘.II 5}
primase RNA RNA primer
primer from previous
Okazaki
fragment
& YR
(b) . |
i/ @ nes T oo
" Lagging strand synthesis
(DNA polymeraze 111}

S

(e) -




Forquilha de
replicacao na etapa
de elongacao

v
w

Helicase

SSB

@1’\3\3\/
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(s
Sliding > Q
clamp RNA

DNA Primer
“Fita lider” rﬁDJ polymerase n “Fita atrasada”
7 :
7 A
7 N
5';/,J \;3

Figure 28.21
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



Sintese continua e descontinua nas duas fitas é
um processo altamente coordenado catalizado
por uma unica sub-unidade de PolIII

(d)

3 subunit

(e)

New
3 subunit
loaded at

RNA primer



https://www.youtube.com/watch?v=Qqge4thU-0s8


http://www.youtube.com/watch?v=4jtmOZaIvS0

e Remocao de iniciadores de RNA pela DNA
polimerase I (Atividade 5= 3’ exonuclease)

e Ligacao do ponto de quebra pela DNA ligase

Lagging
strand
3 f 5 !
5 > 3
Nick
rNMPs DNA polymerase I
dNTPs
>
ATP (or NAD"Y)

DNA ligase
AMP +PP; (or NMN)




Terminacao - 3° e ultimo
estagio da replicacao

Origem
Forquilha 1 Forquilha 2
(sentido horario) (sentido anti- -
horario) ‘

TerGWTerB i YOO ¢ C
TerD .~
N TerA lComplet.ion

TerB TerC of replication

Regiéo Regiéo
de de
terminacao terminagéo
(a) chromosomes
DNA topoisomerase IV
| B SRONRRIUNR
Terminus Utilization Sequence RNV
(b) Separated
chromoesomes

topoisomerases: quebra e ligacio de liga¢des fosfodiéster do DNA



Replicacao em eucariotos

« Varios replicons em cada célula (40-100 kb comprimento espacados de 30.000 -
300.000 pb)
« Origem da replicacdo em sequéncias de replicacdo autbnoma (ARS).
* Iniciacdo depende de complexo multi-protéico ORC, regulado

por proteinas envolvidas no contréle do ciclo celular eucarittico.
» Aterminacao da replicacdo nos cromosomos eucarioticos envolve a sintese de
teldmeros nas extremidades dos cromossomos com funcao estabilizadora (ao
contrarios dos cromossomos bacterianos, 0s cromossomos eucariotos nao sao
circulares).

DNA Polimerases eucarioticas:

« alfa: ndo possui atividade revisora, envolvida na sintese de iniciadores de RNA.
 delta: extensio das fitas “filhas”.
« epsilon: remoc¢ao de iniciadores de RNA (analoga a DNA Pol | de bactérias)



Aplicacoes resultantes do conhecimento
dos mecanismos de replicacao do DNA

* Reagao em cadeia da polimerase (PCR). semana 2

» Sequenciamento de DNA. semana 6
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