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Replicacao de DNA



O processo de replicacao do DNA e seus desafios

Cada dupla-hélice
filha é formada
por uma fita
derivada da mdée e
uma fita nova,
recém sintetizada:
“replicacdo semi-
conservativa”

Experimento que
demonstrou que a
replicacdo é semi-
conservativa é
considerado um dos
mais elegantes da
histdria: “Experimento
de Meselson-Stahl”
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1) Velocidade: rapida

suficiente para duplicar 6 x
10° pb em 8 hrs (humanos)
ou 4 x 10° pb em 30 min (E.
coli).

Fidelidade: extremamente
precisa (~1 erro a cada 10°
nucleotideos copiados).
Controle: exatamente duas
copias a cada ciclo celular,
coordenagcdo com outros
eventos da mitose.
Substrato “cabuloso”:
empacotado em cromatina,
usado em outros processos
(transcricdo, reparo,
recombinacgdo), fitas
antiparalelas
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Roteiro

A quimica da sintese de DNA e a enzima que a catalisa
Como a fidelidade da replicacao é garantida?

Como a dupla-fita de DNA é replicada? (Desafios
topoldgicos, maquinaria de replicacao)

Como a replicacao se inicia? Como termina?




A quimica da replicacao - substratos

1) dNTPs

(desoxinucleotideo \

trifosfato) @
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3 junction com 3’ OH livre

IR TeaTTe.

Primer “in vivo” € uma molécula de RNA

Formacdo de polimeros biologicos sempre ocorre pela
extensdo de uma extremidade

Pareamento de base com molde e que seleciona nucleotideo
a ser incorporado

primer 5'




A quimica da replicacao - a reacao e sua energética

“ataque nucleofilico”
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Hidrdlise do produto pirofosfato (PPi) torna reacdo irreversivel




DNA polimerases: maquinas de copiar o DNA

a b

fingers
g l /thumb

{ W te/mplate

palm

T7 DNA
polimerase
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DNA polimerases dependentes de DNA

Requer um primer (iniciador) anelado a um DNA molde fita simples
Sentido da sintese sempre é 5" — 3’

Além de atividade de sintese, frequentemente também apresentam
atividade exonucleasica

5. E o “coracdo” catalitico da maquinaria de replicacdo, mas n3o atua sozinha.
Precisa da ajuda de outras proteinas com atividades diferentes
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A reacao no sitio ativo da polimerase

finge{s /thumb
incoming nucleotide

/ template
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template  base

primer

Palm contém sitio catalitico e liga
primer:template

Fingers se fecham quando pareamento
do dNTP é correto e estimulam catalise
Fingers também dobram o template de
maneira a que apenas a proxima base
ndo pareada fique exposta no sitio
ativo
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* (Catalise depende da presenca de dois
atomos de metal no sitio ativo, em geral Mg2+




Como a polimerase sabe o nucleotideo certo ?

a correct base pair
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Por que a DNA
polimerase nédo
incorpora
ribonucleotideos?

e Orientacdao ndo 6tima faz com que nucleotideos errados sejam muito
piores substratos — reacao 10.000 vezes mais lenta — discriminacgdo cinética
* Taxa de erro = 10> - um nucleotideo errado a cada 100.000 adicionados




Mesmo depois de formados, pares de bases incorretos
ainda podem ser percebidos pela DNA polimerase
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Polimerases em geral também possuem
atividade 3’-5" exonuclease

DNA template
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Excises at terminal ends Excision between terminal ends
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Degrada DNA no sentido oposto ao sentido da sintese




Atividade revisora (proofreading) da polimerase
remove nucleotideos mal pareados (mismatch)

a slow or no DNA synthesis b removal of mismatched nucleotide(s)

mispaired thumb

last base
pair \

3-0H
palm

55
fingers » \J\ 5’
ya
T~ exonuclease "*rl vexonuclease
active site ’

¢ resume DNA synthesis

e Exonuclease 3°-5°

e Fica em sitio diferente da
polimerase

e Responsavel por reduzir a
taxa de erro para 10”7
(remove 99 de cada 100
erros feitos no momento da

https://www.youtube.com/watch?v=600qgD6KCOVE polimeriza¢do)




Cada organismo possui multiplas DNA polimerases

Especializagdo
funcional!

Em geral uma ou
poucas isoformas
especializadas em
replicar o genoma
e outras
envolvidas em
reparar ou
contornar danos
ao DNA

TABLE 8-2  Activities and Functions of DNA Polymerases

Chromosome replication g Po | imerase

Prokaryotic (F. cofi) Mumber of Subunits  Function

Pl | i RMA primer removal, DNA repair
Posl 1 (C¥im A L DMA repair

Pl Nl core ]

Pol Il holoenzyme 9 Chromosome replication

Pl IV {Din B) I

replicativa

DMA repair, translesicon
symthesis (TLS)

Pl % (LI, LlenaDd’, Ch 3 TLS
Eukaryotic Mumber of Subunits  Function
Pol o F Primer synthesis during DA
replication
Pol [ I Base excision repair
Pol 3 Mitochondrial DA replication
and repair
Pol & 2-3 Lagging-strand DMA synthesis;
nuclestide and base axcigion i'-'---. Pn-nmera ]
repair N +
Pol & 4 Leading-strand DA symthesis; *--""'"'.- rEp“CEtWHS
nuclectide and base excision
r|_'i'|._| I
Pl B 1 DMA repair of cross-links
Pol 1 TLS
Pol & I Meiosis-associated NA repair
Pol p 1 Somatic hypermutation
Pol w | TS
Pl ] Relatively accurate TLS past
cis-syn cyclobutane dimers
Pol o i TL5, somatic hypermutation
e | TS

[Daia from Sution 8.0, and Walker G.C. 2000, Proc. Natl, Acad 50 96: B342-834%, and references therein,
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Como a dupla-fita de DNA é replicada?

Questdes topoldgicas e como elas foram
resolvidas...




Visualizacao da replicacao de uma maolecula de DNA circular
usando a técnica de auto-radiografia

Experimento de
“autoradiocgrafia”:
bacteria
afimentada com
precursor de DNA
radicative {°H-
Timidinag), DNA
extraido e
cofocado num
substrato gue
confem um
emulfsdo
fotogrdfica
sensivel g
radioatividade

John Cairns, 1963




Replicacao se inicia em ponto definido da molécula de
DNA ("origem") e caminha em ambas as direcoes

"bolha" de replicacao

replication
origin

replication
begins

Replicacdo do DNA é bidirecional e ocorre simulftaneamente nas
duas fitas do molde




Uma visao mais detalhada de uma "bolha de
replicacao”

“forquilhas” de replicagdo
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: "bolha” de replicagao
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Em uma bolha ha duas forquilhas de replicacdo, uma
se movendo para a direita, outra para a esquerda




Como replicar as duas fitas simultaneamente?

5' parental
DNA helix

3!‘
5!'
3r

direction of replication-
fork movement

Qual o problema desta situacdo?

Figure 6-11 Essential Call Biology (€ Gardand Science 2010)




Como replicar as duas fitas simultaneamente?

replication origin
3I I i
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Olhando da perspectiva da DNA polimerase...
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fita recém sintetizada




A replicacdo de uma das fitas é
descontinua!

Movimento da
Forquilha de

e ————_c Replicacao
B —— ‘

Fita continua (lider, leading) NN _

F 3& 5 S\E_;} ‘}{ “‘ ?: }}( :.— %
4\ \ ‘

Fita descontinua (atrasada, lagging) __ _,,;7 L _ _
S €T < X7 <= T Fitas parentais
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Fragmentos de Oka__zaki

Os pedacos que formam a fita descontinua foram batizados de

Fragmentos de Okazaki, em homenagem ao cientista que o0s
descobriu:

~1000-2000 nt em bactérias

~100-200 nt em eucariotos




= E3YouTube

DNA replication:
The process

simplified
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DNA Replication: The Process Simplified
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O padrdo de fita continua/descontinua se inverte na outra
forquilha de uma bolha de replicacao

Okazaki fragments

ﬁ—
5 ¥

\3 -,
u..‘as 3 5

L

h direction nffurk movement #

lagging-strand template

leading-strand template

of left-hand I'nrh ﬂfﬂghl;-hand fork
most recently
synthesized DNA

lagging- nrand template

of left-hand fork laading.ﬂr,, nd template

of right-hand fork

Figurs &-1F Exeentinl Cell Bizlogy Jie O Garland Scisnce 1010)

2 forquilhas de replicacdo simultaneas !




A fita descontinua ou atrasada nao esta
pronta...

RNA primer

__ & /Okazaki fragment
® Falha:

falta uma ligacdo fosfoéster

Contém pedacgos de RNA (primers)
Fragmentos ndo estdo ligados covalentemente — ha falha ou "nick”
Precisa sofrer processamento para gerar fita completa e sem RNA




Etapas do processamento dos
fragmentos de Okazaki

problem: there is RNA in
the DNA

problem: there are gaps in
the DNA

problem: 3'OH meets 5’
monophosphate
3 5
| —

|
5 3

solution: 5’->3" exonuclease
chews primers off

3’ 5
p— C——
e — —
5 3

solution: DNA Pol fills in the
gaps

3 5’ & 5

-

~

solution: DNA ligase comes
to the rescue

3 5’
|
]
5 3

1) Remogdo do primer de
RNA, geralmente por uma
RNAse com atividade 5'-3'
exo

2) Preenchimento do espaco
deixado por uma DNA
polimerase, usando

o fragmento da direita como
primer. DNA polimerase nao
replicativa (Poll em E. coli)

3) Fechamento da falha
(formacao de uma ligacao
fosfoéster) pela DNA ligase




Visao geral da reacao catalisada pela
DNA ligase

5" phos hate AP
phosp 30 N

i” “ls L i’" h“li EEEEEE

5' 3’ STEP 1 STEP 2

AMP

used released

Utiliza ATP ou NAD para adenilar e, assim, ativar o grupo 5'
monofosfato para que este possa reagir com o 3' OH vizinho




Como a dupla-fita de DNA é replicada?

A maquinaria enzimatica... A DNA
polimerase nao atua sozinha. Esta
associada a diversar outras proteinas
em um complexo multi-ezimatico




Helicases separam as fitas do DNA

iy

AN
_/ Proteina hexamerica, se associa

a uma das fitas de uma dupla
helice que ja foi parcialmente
aberta. Utiliza hidrolise de ATP
para promover a separacdo de
fitas na medida em que a enzima
caminha no sentido 5-3'da fita a
que esta associada —

tambem tem polaridade!




As atividades

da Primase e $5B

f
1? L 4 DNA polymerase _ S ! single-stranded region
ity T, = 23 of DNA template
Al | o —-— &N 5 with short reglons
> 5 ol = fh d “halrpins®
PRk S - e ¢ = & of base-paired *halrpins
..... = ¢ s
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single-strand
DNA-binding protein
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3'HO
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5' 3
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¥ cooperative pratein binding stralghtens reglon of chain
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RNA primer DNA primase

! 3
Primase e um tipo
especializado de RNA
polimerase encarregada de
fazer os primers. Pode comecar
a partir de um nucleotideo

isolado (ndo requer primer)

As SSB se ligam ao DNA fita
simples e impedem gue este
forme estruturas secundarias
COMo grampos que
atrapalhariam a acdo da DNA
polimerase. Mantém molde
"esticado" e acessivel.




O “sliding clamp” tem como funcao conferir
processividade a DNA polimerase

direction of replication
>

sliding clamp

template strand

TN (I LTI

newly replicated DNA

Processividade: quanto tempo a enzima
fica associada ao seu molde antes que
se solte espontaneamente

“500000 nt por “corrida” para a Pol Il




A DNA polimerase III holoenzima € multimérica, formada por
17 cadeias polipeptidicas, com uma simetria dimérica

(Replissomo)

Fita na qual ocorre a
sintese continua

Fita na qual ocorre a
sintese descontinua

As sub-unidades Tt mantem a estrutura
dimeérica

Nature Reviews Molecular Cell
Biology 3, 364-376 (May 2002)
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Modelo do trombone: para explicar como a maquinaria de replicacdo explora a
flexibilidade do DNA para sintetizar a fita continua e descontinua na mesma
direcao, formando uma alca na fita descontinua




Etapas da sintese da fita descontinua (/agging)

a
!e f "3‘ ]' Yo7
N 4’;#’ ) P leading-strand
X JU’, . el DNA polymerase
Y""-b:__._,_

sliding —_ 4%
clamp

lagging-strand )
DNA polymerase \1‘3‘ to DNA
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Modelo do trombone
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lagging-strand Polnh -n-{ RNA primer is
completing previous £ synthesized on the
Okazaki fragment lagging strand
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ol

primase
is released

3'f ™ A \

DNA polymerase is & / <
released from DNA </ %’/
and the sliding clamp £ N
after completion of 7‘
an Okazaki fragment 7

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




clamp is loaded
onto the newly primed
lagging strand

3'-OH+,

-
e

3' &'

Copyright @ 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




DNA polymerase

binds the sliding clamp
at the primer:template
junction and begins to
synthesize a new
Okazaki fragment

Copyright @ 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




O Replissomo em acao

= E3YouTube™

HHMI-DNA Replication

56.277 visualizagbes * 29 de set. de 2012 iy 183 8l D COMPARTILHAR =, SALVAR ...

https://www.youtube.com/watch?v=glzcYbt7
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A replicacao induz a formacao de supercoils positivos no DNA

i . topoisomerase Il
XN /repllcatlon machinery break DNA /Q P
/\\c\\f,\ INONININONININEN 2NN

Y (r‘\“\oﬂL?

X

3

?ff%\l% XA é
cc’) E (posmve_ /\\9%\ A0 AOVNOAX
ROV é supercoil)
B 5 ROV —
'\\9\’\\9&\\0\,\9\\0\\9&
XA pass DNA

through the break ((ﬁz\\f\p
= 5 2 (negative

o
ROV é g = supercoil)
'\\9\\2\,\, CEAOAOACAN
XA

Tens@o criada precisa ser aliviada para que a replicagdo continue
Isso é feito por topoisomerases tipo Il (girase, em E. coli)

replication
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Conhecer a quimica gera...

Tecnologia
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Retrovirus como o HIV possuem uma polimerase especial:

Transcriptase reversa

Retrovirus infection and reverse transcription

i
J{ - new virion
— \@% cell membrane
uncoating : 4/ g
endocytosis
/&f@

'virai RNA

host cell

reverse transcription

proviral DNA

-

nucleus

* DNA polimerase dependente de RNA

Reverse transcriptase

3" Viral
RNA

Cleavage

DNA
5

@ 2009 Encyclopadia Britannica, Inc
- Eli “£

* Depende de primer com 3°0OH livre (um tRNA que o proprio virus carregal)
e Ndo possui atividade revisora: alta taxa de mutacdo!




Como funciona o AZT ?
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Bloqueia polimerizacdo pois ndo possui 3’OH. E um terminador de cadeia |




Diversos outros antivirais sao analogos de nucleosideos
ou nucleotideos e inibidores da replicacao viral
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% HN | N\> @During viral DNA replication,

acyclovir is added to

HZN/l%N T/U\I_OH the growing strand rather

than GTP. This halts further
elongation of the DNA molecule

viral enzyme i i
Viral enzymes acd \ i and stops viral replication.
a phosphate group viral DNA replication
to acyclavir.
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Como a replicacao se inicia?
Como termina?

Problemas associados com o
término da replicagao




Inicio {(origem) e término da replicacdo

Conjunto Origem + Término = replicon

Ativados apenas uma Unica vez em cada ciclo celular
(iniciacdo é altamente reguladal)

O genoma de uma célula procariética em geral constitui um
Unico replicon

Cada cromossomo eucariético constitui varios replicons e
todos s3o ativados uma Unica vez no ciclo celular ainda que
nao simultaneamente




Visdo geral do processo de iniciagao
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ACTRATION OF HELICASES

LOADING OF DN PABALALE

BHA PREMER §YNTHEWS
IMABLES DA POLYMERASES
TO STANT WEW CHAINS

LOADING OF TWO ADDETHIMAL
EA, POSYMIE LASES
LAGGING- L TRAND

FYNTHE NS BEGING

Initiator — proteina
gue controla a
iniciacdo

Replication origin —
sequéncia do DNA
onde initiator se liga,
também chamada de
origem, ou ori

Efeito do initiator e
causar a abertura das
fitas e recrutar
(atrair) helicases.
Helicases por sua vez
atraem outras
proteinas do
replissomo




Cromossomo bacteriano tem uma origem
enquanto eucaridticos tem multiplas

Prokaryotes
Eukaryotes
B Replicator
k.
- Initiator
————— _
Helicase
Y o
Less frequent initiation events More frequent initiation events

when farks move fast when forks move slow




Sequéncias adicionadas nas extremidades dos
telomero Cromossomos eucarioticos

Levedura: 20-100 repeticoes (TxG,),
-Célula humana: 1500 repeticdoes TTAGGG

\ Telomere

centromero

The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
They contain a unique DNA
sequence which is repeated
several times.

GGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTT
.-'.'-:CC_:AACCCCAACCGCA_AC_CCCAA_CCC_CAA_S‘

Telomere /%, The DNA sequence varies slightly
| between species. The one shown

telomero S here is from Tetrahymena.




Teldmeros podem ser vistos citologicamente

FISH: fluorescent in situ hybridization
azul: DNA — TTAGGG (repeticdo telomérica)




Que problema existe na terminag¢ao da replicacao de
um cromossomo linear ?

ori

Descontinua Lider
Lider Descontinua
5 3
3 m— et
+ Iniciadores de RENA
5 — ———— T - e — - 3
3 5'
Processamento de
fragmentos de Okazaki
& iy
3 5'
Lacuna onde o RNA de porcédo 5" é eliminado J
U 3
3 5'

Remocao do primer:
encurtamento das fitas filhas!!!




Sintese descontinua da fita atrasada leva ao encurtamento
progressivo das moléculas replicadas

Segunda geracdo
5T 3
3 < — < < G
Fita Estas porcdes terminais
superior f serdo perdidas na préxima geracdo.
3 / S "o T — i 3
i 5‘ 3: } 5r
Lacuna onde o RNA de porgdo 5' é eliminado —/ 3 DNA perdido
o o 3 DNA perdido
' 5" 5 / 3
3t < — — — G’
. Estas porgdes terminais /
,F':f" . f serdo perdidas na préxima geracao.
inferior
S e ——— > — > E— -l o
3!

5r

Telobmeros sao sequéncias “especiais” na extremidade dos
cromossomos que contornam o problema do encurtamento




Telomerase: uma DNA polimerase atipica

RNA molde associado a

telomerase telomerase
\ " Fi
5’ TTTTGGGATTTTG - OH®) Rll:’)on.ucleoprotema, carrega seu
Y (CCAAAACCCCAAAA, proprio molde
A A
o 4 DNA polimerase cujo molde é RNA
3:) (5r
l anelamento e
polimerizagao 5' TTTTGGGGTTTTGEGGTTTTG OH(3")
— 3’ CCAAAACCCCAAAA,,
5/~ ITTTGEEGITITCECETTT TG Ok (3) 2 i
i | B G i
3 AGcCMJ‘uf’iCCCCf’u*u’uﬂxCA Translocagao e ) G
U A novo anelamento

» (5 1

Polimerizagcao adicional
TERT —enzima
TR/TERC — RNA molde




Telomerase aumenta a regiao na extremidade
do cromossomo que pode ser encolhida...

TERT

5 .
3

3'overhang / t
5
3’ —,e,eeee,ee—e—ee—,———————

DNA polymerase

5
3

Mas ela nao impede o encolhimento! A cada replicacao
a extremidade 5 dos cromossomos continua a encolher.




A maior parte de nossas células tem sua capacidade de
reproducao limitada pelo comprimento de seus teldmeros

nucleus

As the cell divide overtime (healthy cell)...

«tefomeres shorten until
cell division stops (senescence).

Ndo possuem telomerase ativa, nGo conseqguem repor os
telomeros perdidos




Falta da telomerase € um mecanismo de protecao contra o
cancer

W7 Most normal somatic cells:

\{/ Senesence and
No telomerase — coll death

Telomeres progressively

shorten

W7 85% of cancer cells:

Telomerase activity — Immortality
Stable telomeres

\{/ Normal somatic cells + Extended lifespan
| . 5 .
A engineered telomerase Immortality?




