USY, Oo=l O

ynliversidade de Sao Paulo

Aula de Bioquimica II

Tema:

DNA:

Replicacao, Reparo e Recombinacao

Prof. Dr. Julio César Borges
Depto. de Quimica e Fisica Molecular - DQFM
Instituto de Quimica de Sao Carlos - IQSC
Universidade de Sao Paulo - USP
E-mail: borgesjc@iqsc.usp.br



TSP [@loEIe Q

Universidade de Sao Paulo Ciclo Celular
Brasil Instituto de Quimica de Sio Carlow

A sintese de DNA celular ocorre numa fase especifica do ciclo celular
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Replicacao do DNA
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Replicacdo do DNA é semi-conservativa: Meselson & Stahl (1958)

1°) Crescimento em meio
minimo na presenca de
Radioisotopos 15N
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-> Sintese dirigida por complementaridade - DNA-polimerase DNA-dependente
- E dirigido pelo pareamento de bases complementares livres com a fita molde parental

5 - Requer a separacao das fitas parentais

g
- Sintese ocorre no sentido 5’ 2 3’
=
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Replicacao do DNA -~
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- Sintese do DNA obedece direcionamento 5’ 2> 3’

- Forquilha de replicacao - abertura da fita-dupla parental para a sintese das fitas “filhas”

Forquilhas ‘f’
~C )
replicagao ~a

Duplex filhas

Forquilhas de replicacao

- Sintese a partir do molde 3’ € 5’ envolve o empecilho da
forquilha devido a natureza antiparalela do DNA

- Sentido do crescimento 5’ 2 3’ da fita filha

Replication

DNA /
N e’ .
5 ‘
3’

- Nao catalisa o crescimento em cabeca = no sentido
3’2 5’ 2 nucleotideo adicionado nao esta ativado
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Replicacao do DNA

- Estrutura em Y contendo dois aparatos multi-enzimaticos com a DNApol

= Natureza antiparalela do DNA fita dupla impoe empecilhos

- uma das fitas deve ser sintetizada no sentido 3’2 5’

- na fita molde 3’ 2 5’ exposta 2 a sintese é continua - fita lider ou continua

- na fita molde 5’ 2 3’ exposta = a sintese é em pedacos - fita descontinua

3I
3 Fita lider

Direcao de moviment
forquilha de replica

Fragmentos 4 i
deOkazaki )5 3 _~

3/ Fita
5! retardada

Replicacao semi-descontinua

—-A medida que ocorre a exposicao da fita molde
5’23’ ocorre a polimerizacao na direcao
antiparalela

- 5'

- sintese & descontinua pois ocorre em fragmentos
- Fragmentos de Okasaki

- Centenas a milhares de nucleotideos

- tais fragmentos sao unidos posteriormente pela
DNA ligase

Instituto de Quimica de Sio Carlow
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- Bolha de replicacao

- Origem de replicacao;
- Direcao da replicacao (uni ou bi)

Unidirectional Bidirectional

7 e

X\
— = =

- Replicacdao comeca em um sitio oriC desenrolado

y

A

- DUE: elemento de desenrolamento do DNA

Arranjo em Sitios de ligacao para a
tandem de sequéncias de proteina DnaA, cinco sequéncias de
13 pb, sequéncia consenso 9 pb, sequéncia consenso
GATCTNTTNTTIT TTA/T)TNCACC
U v

DUE R1 IHF




TSP [@loEIe

Universidade de S&o Paulo DNA-Polimerases DNA-Dependentes e

Instituto de Quimica de Sio Carlow

= Catalisa o ataque nucleofilico da OH 3’ ao Pi alfa do dNTP livre = liberacao de
pirofosfato - dirige a termodinamica da reacao

- Cadeias de DNA sao alongadas somente no sentido 5’2 3’

- Dependente de primers - fornece uma OH 3’ confiavel para o inicio da replicacao -
Reduz erros

(a) Sintese de DNA Fita em crescimento .. )
(iniciador) Fia-mblas O fosfato & do dNTP que chega é

atacado pela hidroxil 3’ da cadeia

DNA-polimerase de DNA em crescimento.

% CH, i L%

()
2
%

/ %
. Y DNa
Asp\ Asp -polimerase

- adicao continua de dNTPs livres na extremidade 3’

da fita crescente = nucleotideo livre esta ativado
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= Estrutura de DNA-Pol I

Instituto de Quimica de Sio Carlow

DNA polimerase I (E. coli): 928 residuos
-1957, Arthur Kornberg
-DNA liga na ‘palma’ e mudancas conformacionais fazem com
que o ‘dedao’ se feche sobre ele

’

A fita de DNA molde se
mostra como fita simples

Processo ciclico de:
1) insercao e

_ 7N \[ Pedoy/ sttiode 2) Translocacao
Sitio de Polegar - insercao
pos-insercdo - Tem alta processividade
dNTP e
(b) / Poll entrando y D y
Fitainiciadora ~ 5' GAATCGTE| ™ | _Insercdo 5 GAATCGTCAl |  Translocagio  5' GAATCGTCAl
Fita-molde 3" CTTAGCAGEGCAAT 5’ CTTAGCAGTGCAAT

Sitio de Sitio de - - \
poés-insercao insercao

Apés insercao, a DNApol pode “dissociar-se” ou “translocar”

A dissociacao e reassociacao limita a velocidade do processo - nao processivo
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Altissima Fidelidade
= A fidelidade da replicacdao - 1 erro a cada 1x10°-10'%de nucleotideos incorporadas
- Em E. coli com genoma de 4,6 x 10° pb 2 1 erro a cada 1.000-10.000 replicacoes
- Em humanos, menor de 1 erro por replicacao
- Processo de selecao de bases
- As ligacoes de H e geometria entre as bases complementares contribuem para a fidelidade

Formato do sitio ativo

Pareamentos
corretos = L\
geﬂmetria Hig =
correta

H
\

t
|4
C, of deoxyribose

C; of dooxyribose”

Pareamentos
incorretos =2
geometria
incorreta

- Entretanto, a taxa de erro MENOR do que esperado pela precisao do pareamento
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1) O pareamento correto é checado pela DNApol

Instituto de Quimica de Sio Carlow

- apenas o nucleotideo correto se liga com alta afinidade ao complexo
DNA-molde-DNApol

2) A DNApol I verifica a geometria do sulco menor do pareamento antes de catalisar a
reacao
- Complexo ativado se monta apés averiguacao da geometria do pareamento correto

Sulco menor

r@O0O
@OOc
@00
‘@O®@:-

Sulco maior

"@@@OT
@000
10000
‘Q00@®-

. Aceptor de liga¢oes H
. Doador de ligagoes H
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= In vitro, DNApol tem taxa de erro de 1 a cada ~1x10* insercoes
- Tautomerizacao das bases nitrogenadas aumentam taxa de erros
- mecanismos de correcao de nucleotideos mal pareados
- Mecanismo de autocorrecao/revisao

< Tem atividade 3’25’ exonuclease = tem atividade 5’23’ exonuclease 2 remove primers
dos fragmentos de Okasaki

- Aumenta a exatidao para 1 erro a cada ~107 insercoes

DNA polymerase |
m DNA polymerase
)) active site
3'—>5"(proofreading)
exonuclease
active site

= Existem mecanismos adicionais (Reparos de danos
ao DNA - Mismatch repair) para assegurar fidelidade
; da replicacao 2 1 erro a cada 1x10°-101%de
Exonuclease nucleotideos incorporadas
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= Correcao exonucleotidica 3’25’

- Se o nucleotideo incorreto é adicionado ele pode ser retirado pela acdao 3’25’ exonuclease
da DNApol

- DNApol é dependente de um primer

- nucleotideos mal pareados nao fornecem uma boa OH 3’ para o ataque nucleofilico da
reacao

- DNApol executa uma acao de “autocorrecao” ou “revisao”

N

- - 7
Migration to
exonuclease site

Template
strand

Exonuclease
active site
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= Correcao exonucleotidica 3’25’

@ A polimerase pareia
erradamente dC com dT.

Sitio de
exonuclease

(2] A polimerase reposiciona a

terminagao 3' malpareada no
®  Aexonuclease

5 sitio da exonuclease 3'—5’. A
. hidrolisa o dC

’ \® = ; malpareado.
5' GAATCCTGE 3 . \ : e
e ) 5’ GAATCCTGL)

s R ¥ C"I’TAG’GA*CTG},\CG’ACT‘A 5
3’ CTTAGGACTGACGACTA 5'

Sitio de Sitio de
pés-insercao insercao ‘ t,_,‘

@ Aterminacao3’se
reposiciona de volta
A etapa de translocacao é inibida pela a0 sitio da polimerase:
insercao de um nucleotideo incorreto 5" GAATCCTEr
a3 CTTAGGA*ACGACTA 5

Pausa cinética _ _
® A polimerase incorpora o

dATP nucleotideo correto dA.
Excisao do nucleotideo malpareado 2

atividade 3’-5’ exonucleotidica

o L 5" GAATCCT@E
Nao &€ REVERSAO pois nao REGENERA do 3" CTTAGGACTGACGACTA 5'

dNTP inserido incorretamente \ s
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Exonuclease
- P T Exonuclease -
= Correcao exonucleotidica da DNApol I 35 | 5'—> 3’ 35,
% Poll - / _g
Sl - . _— \
Funcao 5’>3’ exonucleotidica: .8 b Acido nudleico a
S % Corte  serremovido
Sitio de _ .
pés-insercao _Sltlo d?
INSErcao | NMP ou dNMP a serem liberados
- Retira os primers de RNA nos fragmentos -
de Okazaki e substitui por DNA dNTP adicionados o A
e PP, liberado \' g
3" Movimento da Pol |
- Atua onde 3’5’ falha, reconhece um  ,;- —

nucleotideo nao-pareado e cliva alem (até 10

. ) dNTPs
residuos), simultaneamente completando a

polimerizacao - sistemas de reparo NMP ou dNMP, PP,
3'

SI
3!
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1) Helicases 2 separacao das cadeias
2) Proteinas que previnem o re-anelamento antes da replicacao - SSB
3) DNA topoisomerase (DNA-girase)
4) RNA-polimerase DNA-dependente - Primase
5) DNA-polimerases DNA-dependentes
6) Enzima removedora dos primers de RNA

7) DNA ligase

Proteinas necessarias para a iniciacao da replicacao em E. coli

Nimero de

Proteina M, subunidades  Funcao

Proteina. DnaA 52.000 1 Reconhece a sequéncia ori; abre o duplex em sitios especificos
nia origem

Proteina. DnaB (helicase) 300.000 6% Desenrola o DNA

Proteina DnaC 174.000 6* Necessdria para a ligacido da DnaB na origem

HU 19.000 2 Proteina semelhante & histona; proteina de ligagio do DNA; es-
timula a iniclacao

FIS 22.500 2% Proteina de ligagdo do DNA; estimula a iniciagéo

IHF 22.000 2 Proteina de liga¢do do DNA; estimula a iniciagdo

Primase (proteina DnaG;) 60.000 1 Sintetiza iniciadores de RNA

Proteina de ligacdo ao DNA de fita sim- 75.600 4 Liga-se ao DNA de fita simples

ples (55B)

DNA girase (DNA-topoisomerase IT) 400.000 4 Alivia a tensdo de tor¢do gerada pelo desenrolamento do DNA

Dam metilase 32.000 1 Metila as sequéncias (6")GATC em o#iC

*As subunidades nesses casos sdo idénticas.
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Proteina de reparo de malpareamento mutL
Proteina de ligagio ao DNA de fita simples ssb
Reparo do DNA uvrA

Helicase dnaB

Subunidades da | rpoB
RNA-polimerase | rpoC

DMA-polimerase | polA
DNA-helicase/reparo de malpareamento uwrD

Helicase 3'—= 5' rep

(Origem da replicaq;éo]

N R dnal
Iniciagio da replicagio S
& plcas dnaA} :

Reparo por recombinacdo  recF

Subunidade da DNA-girase gyrB
Montagem do primossomo  prid —— 75
Metilagdo dam ———

Subunidadesda | rpoA
RNA-polimerase |_rpoD

Primase dnaG

Proteinas de reparo {mumt?
de malpareamento m
Recombinagdc e reparo rec
¢ P recB

or recombinacio
P & recD

Recombinacio e reparo
por recombinagao recA

Uracila-glicosilase ung

:"l. 5 "“

recO Reparo por
recombinagao

Subunidade da DNA-girase gyrA

() OSG

E mais complicado do que parece!!!!!

holC Subunidade da DNA-polimerase Il

holD Subunidade da DNA-polimerase Il
dnaC Componente do primossomo

pol8 DMA-polimerase I

mutT Degradagio de 8-Oxo-dGTP
polC {dnaE) Subunidade da DNA-polimerase Il
dnaQ Subunidade da DNA-polimerase lll

dinB DNA-polimerase IV
1 recR Reparo por recombinagdo

Iy,
| l.~

10070 ~ holA Subunidade da DNA-polimerase Il

\ phr DNA-fotoliase
\ uvrB Reparo do DNA

hol8 Subunidade da DMNA-polimerase Il

umuC

25 — | {
, umuD

l ogt Oﬁ-G-anuiItransferase
[Terminagéo da replicagao)

xthA AP-endonuclease

DNA-polimerase V

holE Subunidade da DNA-polimerase |l

v
ruvA  Recombinacio e reparo por recombinacio

ruvB

DMA-ligase lig

uvrC Reparo do DNA
sheB Exonuclease |

nfo Endonuclease AP

o’
Inutituto de Quimica de Sio Carlow
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Interage com o sitio OriC
- Ligacao de proteinas DnaA desenrolam o DNA no DUE
- As DnaA formam uma espiral ligando o DNA e a tensao criada no DUE leva-o a desanelar
- Recruta a DnaB para o DUE
= 1 DnaB para cada fita de DNA - fita descontinua 2 5’-3’ no sentido da forquilha

Carregamento da
DnaA-ATP helicase DnaB

_ CI DnaB dependente de DnaC
¢ ¢ 4 \@-DnaC-ATP

Ligacao de
origem

oriC -

Desnaturagao da
regiao DUE depen-
DUE dente de DnaA DnaC + ADP + P,
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- Hexamero que forma um anel entorno da fita de DNA simples
- Catalisam a separacao da dupla hélice a frente da forquilha de replicacao
- Disponibiliza as fitas parentais em fitas simples para a sintese da fita filha
- A DNA helicase age sobre a fita 5’23’ envolvida na replicacao descontinua
- A helicase fornece um suporte adicional para a DNApol

- Proteinas SSB (single stranded binding proteins) previnem re-anelamento

SSB

DNA B protein\ k

5'

|

Lagging strand
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Linearizacao do DNA é um obstaculo topologico

Estresse topoldgico criado pelo avanco da Helicase

1 5 10 15 20 25

: i : | : ' = A replicacao do DNA criam o problema do

A

e “enrolamento” do eixo da dupla hélice pelo
9 avanco do Primossomo
20~ -5
? Unwound Overwound
ll\\:\ /
18 Poceco® yg
(B) Lk=25 Tw=25 Wr=0
Relaxed Circle
2? Il
S
0.4 A s 2 " = A topoisomerase é um nuclease reversivel
i -5 j m que “tira” o enrolamento adicional da dupla-
i Q
?é y y ome
usa\ (E) Lk = 23, T: 25, Wr r?'s hellce

< Negative superhelix
10 (right-handed)
) Lkw23, Tw- 23, Wr-0
Unwound Circle
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= A topoisomerase € um nuclease reversivel que relaxa estruturas de DNA superespiraladas

1) ele insere um Tyr na ligacao fosfodiéster, clivando uma das fitas - que permanece
ligada a enzima

2) permite que uma fita gire livremente entorno da outra - a fita nao clivada serve de
suporte

@ 3) Regenera a ligacao fosfodiéster
(\:Q*@ - A tensao da dupla-hélice dita o giro
L/ : & ..

%\

NANNINING
A \[_//\/
NN

Duplex DNA Duplex DNA
(n turns) ( n—1turns)
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DNA-topoisomerase — Dna girase
- As Topoisomerases I nao necessitam de incremento de energia
- ligam-se a apenas uma das fitas

- Ataque nucleofilico de uma Tyr ao atomo de P de uma fosfodeoxiribose

Conformacio 5" 3’

Conformacao 5'3'

5'3' 5' 3/
fechada aberta ) /
> 3 S 3y .
T)'l’ ~ "lc..
® Aenzimamuda ® Acadeiade DNA
3/5" 3’5 para a conforma- 3’5’ intacta passa pela 35
cao aberta. quebra na outra
cadeia. ﬁ
§ : Topoisomerase tipo | (|) \‘ cl) % V (l}
7 ' CHy 5'CH, 5 CH
5 Hy
0 0 0
DNA K©
OH OH (|)
g T o o-$=0
—O—IT=O —_— 00— j =0 Ty'l—@—o—lr=0 _— Tyr—< >—0\ 0
5 ¢ 0 / 0 H |
" CH CH CH
H P [ * ane] * Fasg] 0
0 0 0 .
3 3" PY 0
0 0 0 ;

€ ATyrdositio ativo ataca a ligacao fosfodiéster de uma das cadeias €3
de DNA, clivando-a e criando uma ligacao covalente 5'-fosfotirosil

proteina-DNA.

havia sido quebrada.

Enzima na conformacao fechada; o 3'-OH liberado ataca a ligacao
5'-fosfotirosil proteina-DNA, ligando novamente a cadeia de DNA que

Instituto de Quimica de Sio Carlow
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= As Topoisomerases II gastam ATP e se ligam a ambas as fitas da hélice
- quebra temporaria na hélice

- evitam a formacao de lacos ou nds nas longas fitas de DNA cromossomal
ATP

Topoisomerase II bacteriana € alvo de antibiéticos que
inibem a enzima procariética muito mais do que a
enzima eucaridtica

Novobiocina Acido Nalidixico

CHs
NP P ) r|
] :

i \\/’ "OMH N 7 \\A T, H

Malidixic acid

Ciprofloxacina Y F/\NH

HO
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1) Ligacao ao DNA
2) Segundo segmento de DNA se liga a enzima
3) Clivagem reversivel da dupla hélice < criam uma “abertura” no DNA
4) O segmento nao clivado passa pela abertura
5) Religa as fitas da abertura

@ Um segundo segmento
da mesma molécula de
DNA (azul-escuro) se
liga ao portao N.

DNA 7//‘/f opoisomerase tipo "(I\A

© Aenzima(formada Portao
por varias subuni- N_ a
dades)seligaauma DNA=——= = ==
molécula de DNA Portio —— &

(azul-claro). C K( 2 ADP + 2P,

@ ODNA quebrado é @ ? serg::gode DNA
religado e o segundo PA (:zgul-escuro) passa
segmentode DNAé === e = ® == através daquebra.

liberado pelo portao 7
C. /

©® Osegundosegmento
(azul-escuro) fica preso. O
e segmento azul-claro foi
cortado nas duas cadeias
para formar duas ligacoes
5'-fosfotirosil (pontos
vermelhos) com a enzima.

A
[
l

ey
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Enzima responsavel pela sintese de primers de RNA na forquilha de replicacao
- Primers de 10-60 nucleotideos necessarios - DNApol requer uma OH 3’ disponivel

- A replicacao da fita descontinua sempre precisa de um novo primer
regularmente

- a autocorrecao da DNApol nao permite que ela inicie a sintese de novo da fita
complementar

- preservar mecanismo de autocorrecao eficiente
5 Leading strand

Parental
DNA
DNA template )
3’ I S Okazaki fragments
: ;-P”! \'l
\LPrimase J
“:,1 |
3 I S ¥ Lagging strand
5" I '
RNA
primer

J/DNA polymerase llI

3 I S
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DNA-ligase

@ Adenililacdo da
DNA-ligase

0O
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R—0—P—0—

Ribo=e

— Adenina

O-

AMP do ATP (R = PP,)
ouNAD* (R = NMN)

\ PP; (do ATP)

ou

DNA-Ligases .

Instituto de Quimica de Sio Carlow

DNA ligase: fechar os ‘buracos’ (nicks)
oriundos de fragmentos de Okasaki e
reparo

Energia:

NAD+ a NMN+ procariotos;
ATP em eucariotos

T4 DNA ligase = virus - une

NMN (do NAD™) extremidades “cegas”
1
ﬁHz—P— 0 Ribose I Adenina ® Deslocamento do AMP sela o corte
o 2
Enzima-AMP _D—ll:’—D— Riboze — Adenina
. + —
® Ativacaodo NH3 O AMP
5'-fosfato no corte
3 5
1 —— T 1
. . x DNA-li
5 OH 0% /O 3 @ 0 igase o—b_o
P N |
A% o O A o O~
corte no DN& \P/ DN.F\. 5e|ad0
PR
0 O— Ribose | Adenina
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Diferentes tipos de DNA-Pol em E. coli
- DNApol I: Substitui os fragmentos de Okazaki e trabalha em sistemas de reparo
- DNApol II: Trabalha em sistemas de reparo
- DNApol III: E a Replicase - alta taxa de polimerizacido e processividade

DNA-polimerase

(Gene estrutural* polA polB polC (dnak)
Subunidades (nimero de tipos diferentes) 1 7 =10

M, 103.000 88.000 791.500
Exonuclease 3'—=5" (revisio) Sim Sim Sim
Exonuclease 5'—3'’ Sim Nao Nao
Taxa de polimerizacio (nucleotideos/s) 10-20 40 250-1.000
Processividade (nucleotideos adicionados antes 3-200 1.500 =500.000

que a polimerase se dissocie)

*Para enzimas com mais de uma subunidade, o gene listado aqui codifica a subunidade com atividade de polimerizagao. Observe que

drak é uma designacio anterior para o gene agora chamado de polC.
"Apenas subunidade de polimerizacio. A DNA-polimerase II compartilha virias subunidades com a DNA-polimerase III, incluindo as

subunidades B, vy, 8,8', y e ¥ (ver Tabela 25-2).
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Possui alta processividade e taxa catalitica
- & a replicase

- Tem atividade 3’25’ exonucleotidica
- Sem atividade 5’2 3’ exonucleotidica
- Complexo multienzimatico

Instituto de Quimica de Sio Carlow

\NucleodaPollll Ndcleo da Pol lll
(o, €, 6) (a, € 0)

Bracadeira
deslizante B
Nimero de Carregador da
subunidades M. da bragacieira
Subunidade porholoenzima subunidade Gene Fun¢ao da subunidade
o 2 129.900  polC (dnrak) Atividade de polimerizaciio
e 2 27500 dnra@ (mutD) Exonuclease de revisio 3'—5’ » Niicleo da polimerase
f 2 8.600 holE Estabilizacéio da subunidade &
T 2 71.100 dnaX Ligagéio ao molde estavel,
dimerizacéio do niicleo enziméitico SOTSPIE:S (_:arr?iga)dor
. e bracadeiras (-y) que
v 1 47.500 dnaX* Carregadora de bracadeira . carrega as subunidades B
& 1 38.700 holA Abridor de bragadeira na fita retardada em cada
& 1 36.900 holB Carregadora de bracadeira fragmento de Okazald
X 1 16.600 holC Interaciio com SSB
P 1 15.200 holD Interaciocomye y
B 4 40.600 dralV Grampo de DNA necessario para

processividade 6tima
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Universidade de S&o Paulo DNA-Polimerases III ... T
DNA-Pol III
O complexo multienzimatico DnaB-
helicase

- A sintese de DNA funciona pela acao Nucleo (aeb)

conjunta das diversas proteinas Nuicleo (xef)

- Formacao da alca de replicacao

- Em bactérias = primossomo

- Forca propulsora do complexo 2
hidrélise de ATP
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Instituto de Quimica de Sio Carlow

Acao coordenada de varias enzimas/proteinas com a DNApol III
Complexo multi-enzimatico na forquilha de replicacao

Helicase

Single-stranded binding
protein ey

’\ Primase .
DNA polymerase /
1l holoenzyme

DNA
polymerase | * o

L ... 5'
3' .. -
A ;
5'\__Leading DA gase >3
strand Lagging

strand
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- Cinta deslizante - Bracadeira

= A DNApol III por si sO apresenta baixa afinidade pela fita simples e é capaz de sintetizar
apenas pequenos trechos

- Uma proteina movel age como uma cinta reguladora que “prende” a DNApol na fita de
DNA molde

- Subunidade B (dimero) forma um anel em torno no DNA

- aumenta a eficiéncia da polimerizacao em 500.000 vezes

- libera a DNApol quando encontra DNA fita dupla
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Universidade de S&o Paulo Replicagio do DNA
Complexo multi-enzimatico na forquilha de replicacao

DNA-topoisomerase |l Sintese da fita lider
(DNA-girase) (DNA-polimerase lll)

Fita
retardada’

Iniciador de Iniciador de RNA a
RNA partir do fragmento
de Okazaki anterior

Sintese da fita retardada
(DNA-polimerase lll)

o’
Instituto de Quimica de Sio Carlow
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DNA-Pol III
- modelo em trombone

Instituto de Quimica de Sio Carlow

(a) Porcéo central Ocorre sintese continua da
/ fita continua, & medida que
o DNA é desenrolado pela
DnaB helicase
contmua
A Complexo carregador de grampos
T (com grampo B deslizante aberto)
DnaB Fita descontinua
Iniciador de RNA
) & — do fragmento de
' Okazaki anterior
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(b) 2! — /

Sintese quase completa
do fragmento de Okazaki

Instituto de Quimica de Sio Carlow

-
— A primase se liga &
DnaB, sintetiza um
Novo iniciador novo lmclador e se
de RNA dissocia

—————
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DNA-Pol III

MO

(c)
c Qt =

Um novo grampo B é carregado
== ) sobre o novo iniciador

mw <+~ carregador de grampos

(=

| & A sintese de um novo
fragmento de Okazaki

é completada na fita

descontinua
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DNA-Pol III

Instituto de Quimica de Sio Carlow

polimerase sobre a fita
descontinua séo transferidas
para o novo iniciador e seu
grampo . O antigo grampo 8
é descartado.

l As subunidades do nicleo da

Grampo 8
descartado
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DNA-Pol III
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Recarregamento do bracadeira 8
Depende do encontro do duplex de DNA-RNA com o fator carregador

Carregador de bracadeira
Bracadeira B

3’
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DNA-polimerase RNA-dependente
- Virus de RNA
- Aplicacdes na Tecnologia do DNA Recombinante

Single-stranded RNA

dNTP RNA-directed DNA polymerase
1

AN PN NN\ NN

RNA*-DNA hybrid

™ ™ - RNase H
2

Single-stranded DNA

dNTP DNA-directed DNA polymerase
3

EASEASEASASERK,

Double-stranded DNA

:
§



USY, Ot O

Universidade de Sao Paulo Fidelidade da Replicacao

Varios fatores influentes

1) Niveis de dNTPs balanceado

2) DNApol

3) Acao exonucleotidica

4) Varias enzimas adicionais

5) Inicio por primer (chance de
pareamento errado no inicio € maior)

6) Presenca do co-fator Mg?2*

A molécula de DNA &, em si, insubstituivel
Sistemas de Reparo aumentam a fidelidade da replicacao e
contribuem para a manutencao do DNA - Imperativo para a célula

Proteinas e RNA danificados sao rapidamente substituidas
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- O DNA nao é tao inerte quanto parece.
- Sofre modificacoes

—A fidelidade do processo de replicacao do DNA realizada pelas DNA-pol e suas funcoes de
correcao de leitura sao essenciais para a transmissao e estabilidade da informacao genética
durante a divisao celular.

- Existem sistemas de reparo e controle de qualidade para manter a estabilidade de um
genoma proporcionando ao mesmo tempo sua evolucao

= A evolucao ocorre em saltos < pequenas mutacées no DNA - grandes passos
evolucionarios

= A evolucao depende, principalmente, de acidentes e erros
- Falhas nos mecanismos de replicacao e de reparo dos genomas

- Falhas na replicacao, recombinacao ou no reparo de DNA podem ocasionar diversos tipos
de alteracoes
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- Tipos de falhas

- Falhas simples 2> substituicao, insercao ou delecao de um par de bases

- Falhas com rearranjos genomicos - delecoes, duplicacdes, inversdes e translocacoes de
seqiiéncias

- As taxas de erros estao em equilibrio aceitavel entre estabilidade e alteracoes.

(A) L AGCTGCGCATCTAG...
L TCGACGCGTAGATC ...

Mucleaticle subxsbitution

. L AGCTGCACATCTAG... .
L TCGACGTGTAGATC...
(B) LAGCTGCGCATCTAG...
L ITCGACGCGTAGATC ...

lﬂme duplication

LLAGCTGCGCATCTAG ... LAGCTGCGCATCTAG ...
. . TCGACGCGTAGATC... . .. TCGACGCGTAGATC... .
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ga?diversidade de Sdo Paulo Danos ao DNA
- Causas de danos ao DNA:
1) Meio reativo celular; 2) Substancias toxicas;

Instituto de Quimica de Sio Carlow

3) Danos por radiacao UV; 4) Radiacao ionizante;
5) Erros na polimerizacao que nao sao corrigidos pela maquinaria;

= Mutacoes de ponto (+ Comuns) 2 troca de bases 2 podem ser silenciosas ou

semiconservativas
- Tipo transicoes (A€>G ou C<-T) AT T -4 BT e T-A
- Tipo transversdes (Purinas por pirimidinas) [ I I [
Ge-C oG CooiG » G C
Transitions Transversions

pareamentos nao Watson-Crick

/ (q />— ’\;3 = Os nucleotideos formam tautomeros que permitem
mh\.\/

- Taxa do tautomero 1.104

Cytosine Adenine ™, N .
{rare imino tautomer) ffr.:‘. OH _ C=0

—->Mutacoes de insercoes/delecoes - mudam a fase de leitura
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= Mutagenos
- Induzem mitose 2 aumenta a frequéncia de mutagées no DNA

5-Bromouracil Guanine NHz
tenol tautomer) Acridine orange g-Amine-{N-{2-dimethylamino)- Cvtochrame PAS0
ethyljacridine-4-carboxamide )

H

H N
Sny—H e O---"" H
N N~ Nitrous N 0 . N s >___
= S acid = L Cytosine = . J B
g_/ Ny N g_? J<N-—H — f_z K/N——H ----- .
¥ —/ y \N=-—‘/ / N= ) \\
Adenine Hypoxanthine e
= Carcindgenos Active DNA-modifying agent

- danificam diretamente o DNA ou indiretamente por interferir no sistema de
reparo

= Progressao do dano depende da linhagem celular
- Em linhagens germinativas 2 alteracoes hereditarias na progéne
- Em linhagens somaticas 2 perda de funcao, apoptose, cancer.
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Tipos e sitios de danos quimicos aos nucleotideos:

Thymine (T)

== Ataque oxidativo

==PpHidrdolise espontinea

Metilacao
== nio-enzimatica por
S-adenosil Met

G(‘ian,iﬁe'(G)"" ([:|. : - a3
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< Reparo é importante para manter integridade
da informacao (celular e/ou herdada)

= Em E. coli, apenas 1 em 1.10!° eventos de
danos ao DNA néao é evitado = os mecanismos
de reparo sao eficientes

- 130 genes em humanos - alta redundancia
funcional

- Taxa de mutacoes aumentam quando um
mecanismo de reparo é desativado =
Doencas humanas - canceres

- Grande variedade de mecanismos sugere a sua
importancia 2 investimento celular é alto =2
proporcional a importancia

- O DNA possui copia para o reparo imediato 2
a fita complementar é o molde direto

- Virus de DNA simples e RNA sao mais
susceptiveis a mutacoes 2 sucesso evolutivo
pela quantidade e adaptabilidade

[@lOEIO

Mecanismos de Reparo do DNA

o’ N
Inutituto de Quimica de Sio Carlow

1.1 PERN Tipos de sistemas de reparo de DNA em E. coli

Enzimas/proteinas

Tipo de dano

Reparo de malpareamento

Dam metilase

Proteinas MutH, MutL, MutS
DNA-helicase II

SSB

DNA-polimerase III
Exonuclease I

Exonuclease VII

Nuclease ReclJ

Exonuclease X

DNA-ligase

Reparo por exciséio de bases

DNA glicosilases

Endonucleases AP

DNA-polimerase |

DNA-ligase

Reparo por excisio de nucleotideo

Excinuclease ABC
DNA-polimerase I
DNA-ligase

Reparo direto

DNA-fotoliases
OF-Metilguanina-DNA-metiltrans-
ferase

Proteina AlkB

> Malpareamentos

v Bases anormais (uracila,
hipoxantina, xantina);

+ bases alquiladas; em al-
guns outros organismaos,

4 dimeros de pirimidina

Lesdes de DNA que
causam grandes mudangas
estruturais (p. ex.,
dimeros de pirimidina)

Dimeros de pirimidina
O°Metilguanina

1-Metilguanina; 3-metilcitosina
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Danos ao DNA
Reparo Direto
- Radiacao UV (200-300nm)

ST

Universidade de Sao Paulo

Brasil

o’ N
Instituto de Quimica de Sio Carlow

- Dimero de Pirimidina (T/C) causa distorcao na dupla-hélice que bloqueia a transcricao e

a replicacao

- D=8
/_': —— ;
& H -
o, ) 2 e C'N‘<_}(G*“}" _ N"CﬁVU{GIUM
S 'r——h"\ /k
\/—' '3
o G —_— HyN Um féton de luz azul
= % (300 a 500 nm) é
“‘“") 5 § bV Mm poliGlu absorvido pelo 'MTHF poliGlu
N 0 o MTHF-poliGlu, s
\ [ /Il Q. " HN /km{ [‘

- —__ Je—a .J\ ' " A de excitagao
4 L) 8 »—N a i) energia de exc
P \";—.‘/ P \C——f’ 0" N N ! ‘® passa para o FADH™

®& u R, H P ‘\ "' R o no sitio ativo,
\ \ ’
\ ) = ) P HyC N..  _N___O Wos
b G — il Dimero de ciclobutano pirimidina \/\l/ \r -~
Lo ,\'\.. 4} C=0 | \r\ £C—0H /\/L H
/ o— o . A flavina excitada HyC N
u ity u CH, (*FADH") doa um H ¢ E|l
Dimers de timnae oclobatame Fotoprudute 84 clétron para o = ~ 2 HyC N N< .0
dimero de e FADH m \r
gerar um radical H,C N : NH
dimero instével. HyC H 0
Y. :ij:+ FADH™
M/\jil/h\xu HyC
o“J\If B N/L‘o Rad-d flavina
| ™ -
L
\ |
O elétron é transferido
o Orearranjo de elétrons de volta so radical
restaura as pinmidinas flavina para regenerar
monoméricas. oFADH".

f:j«(l

f? . AR aY 6
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Reparo Direto
- Reversao da alquilacao do DNA - O°-metilguanina

Metilagao
G C —— COH; -G C

- Realizado pela O¢-

metilguanina-DNA
(a) I|{ Replicaao J metiltransferase
#N OmH—N
( \ - Transfere o grupo metil da
Guanina N N—HiuN Citosina .
Guanina para uma Cys
Aﬁ\I—HmD
S-GrT  6c - Inativa a proteina

Metilacdo e replicacao .
- Investimento de uma

proteina para reverter o
N \ dano ao DNA - exemplo da
0°-metilguanina /N imH—N Timin: . - .
R N N importancia do processo

N—HmO \R \

| DNA

H corretamente
pareado

CH; -G-<T AT (sem
mutacoes)

Replicagao
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CH,
ﬁl'i T C
- Reparo de nucleotideos L
malpareados H,
- Mismatch repair
Replicacao
- Provenientes de falhas da
replicacdao 2 incremento na CHy
fidelidade de 102-103 AT C
- Baseia-se na informacao da
fita parental TAG
A TC #
Dam Metilase = marca a fita TAG
parental CH;

N°® da A 2 5°GATC

O malperamento em fita
hemimetiladas recruta o
complexo MutL-MutS

[@lOEIO

Por um periodo curto
apos areplicagao, a
fita-molde é metilada
e a nova fita, nao.

o’ N
Inutituto de Quimica de Sio Carlow

CH,

G ATC

CTAG
DNA hemimetilado
G ATC

CTAG
CHy

Apds alguns minutos, a
nova fita € metilada e
as duas fitas nao
podem mais ser
distinguidas.

Dam metilase

&
G ATC
CTAG
CH,

CH,

GATC

CTﬁ\G
CH
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|CHs |
|
2 ? ? ; ? T O complexo MutL-MutS recruta uma endonuclease
Par de bases « CTAG 7 inativa - MutH
[E—EQ malpareadO\ \\\ //
’ | N ’ . ° ° °
4 v =] 2 A MutH se torna ativa quando liga a DNA hemimetilado
e cliva a sequéncia GATC hemimetilado
AP NN i | (7
ADP + P, 3 i A ' 5
5 V 3’
[?E;] . [(IZ_E;] — MutS
= ~ 3?::::;
ADP-+P,
Complexo

MutL-MutS '
ATP *MMH l
ADP + P, St A it s
V

N
v
MutL-MutS MutL-Muts
‘ATP D DNA-helicase I BN felicase 1)
ADP4P, Exonuclease Vil ADP+P, Exor::lclease J
A\

ou
RecJ nuclease Exonuclease X

DNA-polimerase llI
SSB

nao metilada

| MutH cliva a fita SsB
A

[l p——r——— > wre————
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BT S S St S 3 B % B - Reparo por Remocao de Bases

d&8eng&ege

&L é;% ;% (‘ & cig Pog ;% i - Existem varias glicosidases que reconhecem bases
e il l“ b ok A danificadas e a extirpa do DNA clivando a ligacao glicosidica

e e, | @y ©

5 j,.v_ _'\F' J.p. o P Q‘v C\,V ’,.P‘ ..04 _J,v-r .. .. ..

c@ C@ <. e & C. Ci& C. - Gera um ponto AP (Apurinico ou apirimidico)
S T EE N TR R

< -p16 » C;%p_(fz VPCI _p_C‘ p:(‘.‘ pC'),pCZ%Ps

, l° - Endonuclease AP reconhece este sitio e cliva a fosfodeoxiribose
P

’Q.P: Q_.P @ (&) PA_(;“ P; Q»P-__Q.P‘ Q_.P Q,.P -

I & @ o € & % ' - A DNA-pol I preenche a lacuna

> 3§ ) o §

2 P‘Q p'grﬁ' PG PQ PC' p"é P"(%)fj

® - DNA-ligase funde os fragmentos
x Desoximbose fosfato + dNMPs
Novo DNA Cot.'le

$ Pl P v',P C P) (H'V &\J’ CP - P 4_p Y

2200 paegle Ex: Uracila DNA-glicosidase

- ) ¢ o‘ g% P ). 9 - C sofre deaminacido formando U
o B ,p»(;.pC’ B n'c ’rx‘Q (3 ‘vc"’p’ ” o o - R R

l - altissima seletividade em relacao a Citosina
sA-dignse | ©

S T A - 1 em E. coli

g @ ¥ ¢ 8¢ g g”

'SR LR P - 4 em humanos

* T ER O TE o

@ ‘.P,C? p?"p%rc p_(z p‘_cigp_é . é@p



TSP [@loEIe Q

Universidade de Sdo Paulo Mecanismos de Reparo do DNA ... S
- Reparo por Remocao de Bases
- Uracil no DNA e altamente mutagénico NN

- pois C pode deaminar a U = o par seria GC ou AT? g A

T u T
Uracil-DNA glicosidase puxa uracil para for a do DNA \l\}\l\

Uracil DNA
Timina é usada no DNA para aumentar a fidelidade da mensagem genética J,g"'ms"’ase
- Se tem U no DNA - esta errado \l\{\l\

(‘ii‘$w
sleee [

l DNA glycosylase T

\FJ\}\

‘ ¢ ‘ o [3::: polimersee'

NYST

6o Lo
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- Reparo por Remocao do Nucleotideo

- Complexo multi-enzimatico reconhece alteracdes e distorcdes na estrutura da dupla

hélice do DNA

- Dimeros de pirimidinas podem ser reparados por excisao e a lacuna preenchida pela DNA-

Lesao do DNA

LT .
2 Nl e

51IIIIIIIIIIIII
3;IIIIIIIIIIII

\

TTIIIT

E. coli

Humanos

Excinuclease

”~ =2

Excinuclease l

®

Pol I e DNA-ligase

v

@

o

” (=1 Pt oA, fd O
FrrT I | o | |
[ T T T T A A A T T T T T T A
a (2]
DNA-helicase - 13 mer DNA-helicase \* 29 mer
STT T
o [, o
FTrrIrr TTr1 FTTTTTITTITTTITIT I T I I I
Y f
I-l-l-l-l-l-(nH ®\|-r |-|-|-|-f)1_I QI-I'
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
DNA-polimerasel | @& DNA-polimerasee | @
b y
T T T Tl T I I T rrrrrorri %-r | | '_.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.T.TCP\I-I'
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
DNA-ligase | @ DNA-ligase | €Y
¥ 4
FTTIT T T T I I T rrrrerrrr rrTrrerrrrrrerrrrr1rrer¢r1r1rrr1r1r11¢0
[ T T T T T A A A M T T T T T O T T A O O T T T A

- clivagem por um
complexo dependente de
ATP na sétima e quarta

base na extremidade 5’ e 3’

do dano

- Clivagem dupla especifica
- caracteristica unica

- Defeito neste sistema de
reparo gera a Xerodermia
pigmentosa

- doenca autossomica
recessiva = luz solar
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- Reparo Propenso a Erro: TLS (sintese de DNA por translecao propenso a erro)
- Resposta SOS (em bactérias)

- Ocorre com danos/quebras ao DNA na replicacao = radiacido ionizante
- Gera lacunas na forquilha de replicacdo 2 sem fita complementar para codificar reparo
- Resulta na sintese de DNA com baixa fidelidade

- Resposta “desesperada”: Antes isto do que nada - visa dar uma chance de
sobrevivéncia 2 depende da regidao danificada

Lesao nao
reparada

-

DNA de fita
simples

-

l

Reparo do DNA por
recombinacao ou
reparo propenso a erro

Quebra nao
reparada

/ Pode envolver um grande nimero
de proteinas
J Quebra da

- Outras DNApol
fita dupla

/

- Pode envolver recombinacao

- Pode envolver regioes homdlogas
l para fornecer um molde similar

Reparo do DNA
por recombinagao
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—“-Recombinacao Geral ocorre entre segmentos de DNA com extensa identidade
- Mecanismo envolvido no reparo de DNA em células em replicacao
< Mecanismo envolvido na segregacao cromossomica - crossing-over - entrecruzamento

- formacao de cromossomas recombinantes

A B 5
(a) :
a 5 T
A B
a b q
A _B_
(c) -
: : RQQLQ00Q0Q00004.
A B
@~ X
a b
A B -
© = — Recombinacao
a b
A B_
® D
a b

A
\}
(k)

(65}

@®)

B
)
oy o
» R
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Sistema de Recombinacao homaéloga

Juncao Holliday

(B)

Cre recombinase

* e




USY, Ot O

tnhearsidade da:Sho Paule Recombinacao Homdloga ou geral

Instituto de Quimica de Sio Carlow

1) 4 fitas de DNA se pareiam e sao cortadas para formarem um novo pareamento

2) As fitas quase complementares no duplo-homélogo formam um segmento de DNA

heterdlogo

Cleavag;w;ggggon crossing-over de 4 fitas
de DNA - Juncao
: . Holliday - fitas

Recombination synapse Holliday junction

Bond
formation
—
—_—

3) O segmento heterdlogo

é selado - Formacao do

entrecruzadas de
,“/Isomerization heteroduplex
4) migracao de
ramificacoes em ambas as
direcoes

5) Resolucao ou Quebra

Holliday junction

da juncao Holliday
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1) Responsavel pela diversidade genética da populacao
2) Responsavel pela geracao de anticorpos
3) Estratégia usada por virus para a sua integracao ao genoma do hospedeiro

4) Importante metodologia biotecnologia para a geracao de organismos transgénicos

- Muitas enzimas/proteinas envolvidas na replicacdo atuam na recombinacao

~———— Direction of strand exchange
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