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REPLICACAO DNA

e A Reproducao (divisao) celular € um dos pilares da vida;
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* No processo de divisao celular, uma célula origina duas células iguais a ela
propria;

e O que inclui transmitir a mesma informacao genética que possui para as duas
células filhas. ’



REPLICACAO DNA

e A divisao celular;
e Pode ser um processo de reproducao assexuada em espécies unicelulares;
* Ou um processo de proliferacao celular em um organismo multicelular.

Cell

Proliferation ‘/ \
NN

Parent amoeba Elongation of Division of Two daughter
nucleus nucleus and cells
cytoplasm



REPLICACAO DNA

* Duas implicacoes:

* Informacao genética tem que ser duplicada antes da divisao
celular;

* A informacao genética precisa ser transmitida de forma
precisa, sem erros;

e PROCESSO RESPONSAVEL:
REPLICACAO/ DUPLICACAO/ SINTESE DE DNA

e NAO E UM PROCESSO TRIVIAL...



REPLICACAO DNA

e Exemplo, células humanas:

e + de 3,2 bilhdes de pbs (3,2x 10° pbs) precisam ser duplicados;
e S3o incorporados 50 nucleotideos/ segundo;
* Processo leva em torno de 8hs;

e Bactérias (E. coli):
e 4,6 milhdes de pbs (4,6x 10° pbs)/ 30 min;

e 1000 nucleotideos/ segundo;
e Mas, ndo possuem nucleossomos...



REPLICACAO DNA

e A complementaridade
entre as bases
nitrogenadas  permitiu
visualizar um modelo de
duplicacao;




REPLICACAO DNA

 Onde cada cadeia original da
molécula pudesse ser um
molde para a sintese de uma
cadeia complementar;

e Resultando na geracao de
duas novas moléculas de
DNA.




REPLICACAO DNA

e 3 hipoteses para explicar como o pareamento complementar poderia gerar uma
nova molécula de DNA.

REPLICATION REPLICATION
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REPLICACAO DNA

* Duplicacao do DNA: semiconservativa

template S strand

5’ 3
4 B . B B
G T A A ¢ G G T &£ A
S strand IIIIIIIIII 5'
5’ 3’ new S’ strand
C A T T C C A g T
SETELIEER T
3! 5 new S strand
S’ strand "'I!!"" 3
. ||| A || || G 1:':l:l ||| A G ||
parent DNA double helix X L] L]
G T c 6 6 1 Ic
3’ 5’

template S" strand

Experimentos de Meselson-Stahl, 1957



MECANISMO de REPLICACAO

Mafalda, as vezes me pergunto:
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Primer Template Primer Template

REPLICACAODNA & %
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Direction of
chain growth

Direction of
chain growth



REPLICACAO DNA

A REPLICACAO EM BACTERIAS E EM EUCARIOTOS
SEMELHANTE

* LINHAS GERAIS:

e Rompimento das pontes de hidrogénio;

M

e Cada cadeia € um molde para DNA
polimerase;

°c A DNA polimerase incorpora
nucleotideos livres um a um;

e O fosfato da posicao 5’ do nucleotideo a
ser incorporado;

e Se liga a hidroxila da posicao 3’ do
acucar do ultimo nucleotideo da cadeia;




REPLICACAO DNA

* LINHAS GERAIS:

e De acordo com a propriedade da
complementaridade;

* Ou seja, cadeia molde replicada do 3’
parao5’;

e Cadeia sintetizada é feita do sentido 5’
para o 3’;

e Gerando duas novas moléculas com
cadeias antiparalelas;

e A energia do processo vem da propria
hidrolise do trifosfato da posicao 5" do
nucleotideo a ser incorporado.

Primer Template
strand strand

Direction of
chain growth

|

Primer
strand
51’

Direction of
chain growth

!

Template
strand
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REPLICACAO DNA EUCARIOTO

origins of replication
parent DNA molecules | f

replication fork
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two daughter DNA molecules

to prevent them from annealing. 3
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REPLICACAO DNA

e O inicio da replicacao ocorre em
regioes especificas dos cromossomos,
nas origens de replicacao;

 Na replicacao bidirecional, a partir de
cada origem  formam-se  duas
forquilhas de replicacao;

e As forquilhas afastam-se uma da outra,
progredindo em direcoes opostas;

A medida que as forquilhas se afastam,
formam bolhas de replicacao;

e Correspondendo as regides onde o
DNA ja foi replicado.

origins of replication
parent DNA molecules | |

-

replication fork

I
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|
— replication "
parental daughter # bubbles
strands strands

1N N N

N N N
'

two daughter DNA molecules

to prevent them trom annealing. 3
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REPLICACAO DNA -

7 2\
( )
e £. coli, como a maioria das bactérias, possui um unico \ é,_,f;)
cromossomo = uma Unica molécula de DNA; “"*f-:l—::‘;f )
replication
/’ . . . begins
e Que é dupla-fita e circular (fechado nas extremidades); s
-"f: ‘:::."‘ﬁx N\
e A replicacao é bidirecional a partir de uma unica origem de (
. ~ { |
replicacao; \ /)
A replicacao também chamada de 0, pela figura formada no T

Processo.

-

replication
forks
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REPLICACAO DNA

 Em cada forquilha de replicacao, acontece a sintese de duas novas cadeias;
e S6 que a capacidade da DNA polimerase incorporar nucleotideos apenas da direcao 5" para a
3’;

e Gera uma assimetria da forma como cada nova fita é sintetizada a partir da respectiva cadeia
molde (template);

{(l )) 'f o 4
Replication 3!* Dﬁfﬁ;;
farks newly synthesized 5’ 3
strands 3 5'

p

5."
:i'l % 3."

~ direction of replication-
‘H fork movement
J Daughter
Parental strand

strand 5



REPLICACAO DNA

* Em cada forquilha de replicacao ocorrem simultaneamente a sintese
continua e a sintese descontinua.

Okazaki fragments

|
rh/‘l 3."
3}- \ uuu 5.r

direction of fork movement

leading-strand template l lagging-strand template
of left-hand fork of right-hand fork
!

N\ /

— B ]
—__ Mmost recently —

__————— synthesized DNA ——__
o '-..__H__~_~- g/

\

/
leading-strand template 18

lagging-strand template
of left-hand fork of right-hand fork




REPLICACAO DNA

e A sintese da cadeia lider (leading) avanca no sentido da progressao
da forquilha;

e Utiliza a cadeia molde 3’ - 5’;

 Nessa cadeia a sintese é continua;

* Porque depois de iniciada ela nao é interrompida.
3 Y

5’ . 5!
leading strand \
\ most recently 4 ,
3 > —» synthesized — ¢ 3 5

DNA



REPLICACAO DNA

* A sintese da cadeia retardada (atrasada) (lagging) avanca no sentido
contrario da forquilha;

e Utiliza a cadeia molde 5" = 3’;
* Nessa cadeia a sintese € descontinua;
* |sso porque ele é realizada por pequenos trechos independentes.

most recently

, . — synthesized = oy ‘
3"5 3 DNA \ 5?3 3
3}; Iagging_ﬂtrand with 3 e " g
Okazaki fragments #

5!
5!



REPLICACAO DNA

e Apesar da sintese descontinua ser feita “de tras para frente”;

O aumento da cadeia segue a direcao do movimento da forquilha;

* A sintese descontinua é realizada pela sintese de fragmentos de DNA;
* Fragmentos de Okazaki, que depois sao ligados entre si;

5 3 53 53

Parental F
strands &:‘“

Synthesis of Joining of Okazaki Synthesis of new
Okazaki fragment fragment to lagging strand Okazaki fragment

S

F{eplication\ fa
fork 7\ Overall :
/ \ directionof  /
\ replication ~ /
,_ \

8.« 5i 8'5,« 3! !

A

Leading Lagging Okazaki
strand strand fragment



MAQUINARIA DE REPLICACAO

v
0,
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Ligase



MAQUINARIA DE REPLICACAO

* A DNA polimerase é parte
de um complexo
multienzimatico;

° A maquinaria de
replicacao;

e O conjunto de proteinas
gue atuam na replicacao
tb é denominado
replissomo.

DNA polymerase on
leading strand

parental
DNA helix _,
5J
e “—— DNA helicase
- lagging-strand
\‘ templat
, / 3!
DNA polymerase / -
on lagging strand newly 5'
(just finishing an synthesized
Okazaki fragment) strand
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PRIMASE

A DNA polimerase € uma enzima que estende uma cadeia ja iniciada;

* A primase € uma RNA polimerase que sintetiza uma seq de RNA contendo =10
nucleotideos;

e Utilizado como primer iniciador dos fragmentos de Okazaki e da cadeia lider;

Template Initiation of Synthesis of Extension of RNA primer
RBNA synthesis RNA primer by DNA polymerase

3 3 3

\
\

Primase DNA polymerase

s

NWHERRAWGRAR

@/

~J 24
5!



FRAGMENTOS DE OKAZAKI

new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
* Na bactéria E coli, a DNA polimerase lll estende a Je— s
cadeia a partir dos primers (RNAs iniciadores); sgging. | DNA polymerase adds to new
strand RMNA pri_mer to start new
e Formando fragmentos de Okazaki (1000-2000 templete | Ofeeaitragment
nucleotl’deos); g:—S‘B‘—-S‘ .

e Ao se aproximar de um primer, a DNA polimerase
Il se desliga do DNA,;

 E a DNA polimerase | reconhece a molécula hibrida
DNA/RNA; \

DNA polymerase finishes
DNA fragment

3' I I
5' 3

and replaced by DNA

e Remove o RNA por ter atividade exonucleolitica 5’ - ——————
- 3’; 5 3

sealing by DNA ligase
joins new Okazaki fragment

* E repOe o trecho com desoxirribonucleotideos;

to the growing chain

3 I '
5' 3’



FRAGMENTOS DE OKAZAKI

Nos eucariotos os fragmentos de Okazaki sao menores, em
torno de 100 a 200 pb;

O processo € essencialmente o mesmo, com algumas
diferencas nas proteinas que realizam o processo;

Mais proteinas, controles do processo mais refinado;

Mais polimerases com funcdes diversas e participando da
replicacao;

A tendéncia atual é considerar a DNA polimerase a com
atividade primase como iniciadora das duas cadeias: sintetiza
em torno de 10 nucleotideos de RNA e de 20 a 30 de DNA;

DNA polimerase € polimeriza cadeia lider enquanto a
polimerase & polimeriza a cadeia retardada. Uma exonuclease
que reconhece dupla fita DNA/ RNA provavelmente
responsavel pela remocao dos fragmentos de RNA dos
iniciadores.

new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
ed I 3 < 5’

5 3
IF

lagging- DNA polymerase adds to new

strand RNA primer to start new

template Okazaki fragment

3’—5'3'_ 5’

5

DNA polymerase finishes
DNA fragment

3' I I S
5!

old RNA primer erased
and replaced by DNA

3' I . S
Sn‘

joins new Okazaki fragment

sealing by DNA ligase
to the growing chain

3' I S
Sf



DNA POLIMERASE DNA POLIMERASE |

e Existem diferentes DNA polimerases em
bactérias e eucariotos, distribuidas em 6 familias;

e DNA polimerases sao enzimas que atuam para
replicacao e/ou reparo do DNA;

Exonuclease

e Maior parte, envolvida com mecanismos de Right hand diagram of DNA-polymerase _
reparo.

DNA POLIMERASE Il

Clamp
loader
complex

e Os estudos ja realizados identificaram ao menos
cinco DNA polimerases em E. coli, sendo

denominadas DNA-polimerases |, Il, I, IV e V; ﬂ.ﬂ ﬂ.ﬂ | B-Clamp

e Existe maior quantidade de DNA polimerases nos
eucariotos e ainda é controverso quais papeéis
fisiologicos realizados por cada uma delas.

Core
polymerase
complex




DNA POLIMERASE

e O que todas DNA polimerases de tém em comum:
e Realizam a sintese unidirecional da cadeia 5" - 3’;

* E sintese de DNA é realizada a partir da extensao de uma sequéncia
pioneira ja existente;

e Além disso, a maioria apresenta atividade de autocorrecao
(proofreading);

e Que é uma atividade exonucleolitica 3’ > 5'.



DNA POLIMERASE

O pareamento gera alteracdes
conformacionais que favorecem ou nao a
polimerizacao;

Se nucleotideo
pareamento,
mismatch);

incorreto pareia (mal-
pareamento incorreto

A polimerizacao é atrasada e o nucleotideo
sai do sitio catalitico;

Se ¢é efetivada a
nucleotideo incorreto;

incorporacao do

As distorcoes na cadeia de DNA tb sao
percebidas e ha uma possibilidade de
correcao;

No sitio exonucleolitico & removido o ultimo
nucleotideo  incorporado de forma
incorreta;

E a polimerizacago € retomada com a
incorporacao do nucleotideo correto.

Fita-molde Fita-molde
5' 3
T 1T 1 1T1T0H01 1011 : FTT 1T 1T 1T TTIH 01
CAGTGATTCG DNA-polimerase CAGTGATTCG
GTCA - GTCAC
A 111 90H 5'J-3'DH s 1 11 ISDH
Iniciador Iniciador
Reinicio Fita-molde
i 3’ 5
da sintese TT T T TTTTT1
CAGTGATTCG
GTCA
s 1111 30H
Iniciador
Correcéo de erro
\onucle&se 355
Fita-molde Fita-molde
TTTTTTT T 1 ° TTTTTTTTTI
CAGTGATTCG DNA-polimerase CAGTGATTCG
GTCA GTGAA
Iniciador 5==-3'0H Iniciador



DNA POLIMERASE

e Em E coli existem 5 enzimas, sendo que as DNA replicases (polimerases envolvidas na
replicacao) saoalelll;

A DNA polimerase lll é a enzima que estende as cadeias de sintese continua e descontinua;

A DNA polimerase Il € uma holoenzima formada por varias cadeias;

e A estrutura dessa enzima apresenta Sintese de Sintese de
heterotriméricos, cada um deles
formado pelas subunidades o, € e ;

e A atividade de polimerizacao é
realizada pela subunidade q,
enquanto a subunidade
exonucleolitica €& realizada pela
subunidade €

e A estrutura dimérica é estabilizada
pela presenca de duas subunidades t.




DNA POLIMERASE

A DNA polimerase | apresenta uma unica cadeia com 928 aa;

e Apresenta 3 dominios cataliticos: polimerase 5° - 3’, exonuclease 3’ - 5/, e
exonuclease 5’ - 3’;

COOH

A atividade exonuclease 5" - 3’; .

Dedos da mao

e Remove um bloco de nucleotideos
(aproximadamente 10 nucl.);

£
a5ea|2NuUoxXy
aseislW||0d

 Na direcao da polimerizacao.

Sitio ativo
(palma da mao)
AA -
e e el _— I
. =
@ = e
> -
g ¥
2 o
9 237%
5 5°2
& 5 2
e ﬁ’ =)
L LL @
(T



E. coli

s .. JNA POLIMERASE
—

Lagging strand synthesis

#ﬁ} Primase ‘
AW pol lll

A DNA polimerase Ill assim como a DNA polimerase € sao as principais responsaveis pela extensao das cadeias
lider e a DNA polimerase Il provavelmente também da cadeia retardada;

e Em eucariotos, a DNA polimerase a que tem a primase como uma subunidade catalitica, e também inicia a

sintese de um pequeno trecho de DNA sendo entao substituida pela DNA polimerase 6, que completa os
fragmentos de Okazaki;

e A RNase H é uma enzima que reconhece heteroduplexes DNA/RNA e remove o RNA;

 Enguanto que em E coli, a DNA polimerase | polimerase com atividade exonucleolitica 5" - 3’ remove o prlmer e
repOe com desoxirribonucleotideos.



DNA LIGASE

A enzima DNA ligase une os fragmentos de Okazaki na fita retardada
durante a sintese de DNA;

e E um processo energético e para isso a enzima liga-se a um ATP que
fornece energia para unir/selar/juntar fosfato 5 com hidroxila 3’ dos
nucleotideos das extremidades de cada fragmento de Okazaki.

Novo fragmento

M deOkazak AT
prévio > fcasfatc: 3;0H f A P PP Nova flta lider de DNA
PR A -|-1
i -(
}# I‘. . ) **‘f' *..,* 0 0 "0 0 o ¢
c PASSO1 PASS0 2
[ I' 3,
| I:EII AMP

Fita retardada de DNA usado liberado

33



DNA HELICASE

e Atuam para romper as

pontes

de

hidrogénio e continuar separando as duas

cadeias de DNA ja abertas;

e Utilizando hidrolise de ATP como fonte de

energia;

 Na formacao da bolha inicial de replicacao;

e E durante todo processo estdo pressentes

a frente da maquinaria de replicacao na

forquilha.

Replication
fork movement
Helicase

Single-stranded
DNA binding
proteins

,p/

— Lagging
strand

| eading —
strand



PROTEINAS LIGADORAS DE DNA FITA SIMPLES

e As proteinas ligadoras de DNA fita

simples estabilizam as fitas
desemparelhadas; DNA polymerase a D single-stranded region
. \ fxf:,x“x\xl,f:? ;:“: ”:f: :: of DNA template
e Atuando de forma cooperativa; QU e B 8T & o bepaired whairpins”
3;-'-""""'“ IIIIII ) ":, S :I,H'-.‘-\ e s
* Impedindo que as pontes de hidrogénio
se refacam entre as cadeias; BNA-binding protein
monomers —
e Ou de regides da cadeia (pareamentos
entre nucleotideos complementares da |
mesma cadeia (grampos/hairpins)
3 rrrr O
S'M cooperative protein binding straightens region of chain

* Tb mantém forma alongada da cadeia
favorecendo o acesso da maquinaria de

replicacao;
e E protecao contra a acao de nucleases.



BRACADEIRA DESLIZANTE

e A DNA polimerase depende da interacao com
uma “bracadeira” para que possa sintetizar DNA
de forma continua sem se desligar do molde;

e Essa bracadeira, grampo deslizante, forma um

anel em torno do DNA;

e Para isso, uma outra proteina, carregador do
grampo, recruta o grampo deslizante;

e E com gasto energético posiciona a proteina

deslizante no DNA;

e Ela se desliga do complexo e agora a DNA

polimerase é recrutada;

* Esse mecanismo é acionado reiteradamente na
fita lagging (sintese descontinua).

{A:I .-'J == = H".;\
Clamp-loading —_L_ — Y

- ;
. - |
d e

Pl N
Sliding-clamp " [ A i
profein PCHA J |
1 {
L 4 /
L o

RFC is released, | | _ R
loading PCHMA |




DNA TOPOISOMERASES

O desemparelhamento das fitas de DNA
nas forquilhas gera tensbes em outras
regioes do DNA;

Que poderia causar torcdes entre as fitas
de DNA entre no cromossomo bacteriano,
eventualmente bloqueando a replicacao;

Nos eucariotos, haveria a necessidade de
girar a molécula de DNA no sentido
contrario para aliviar essa tensao o tempo
todo;

Desenrolando todo cromossomo;

Esses problemas sao contornados pelas
topoisomerases que qguebram
temporariamente uma fita de DNA (tipo )
ou as duas fitas (tipoll) relaxando a torcao;

A — Unwinding of
A ﬂ parental DNA
/\Mﬁﬂ}%

OV =07
TDUQW /L'[;Zl ?D\J L?Z
Ay ?37 2 ﬁs
§ : Y
5 S = rﬁub%
L4 4
/) Ky &Zﬂﬁ Twisting of DNA strands
%ML’\,\;\, wr@d Kvyd EZZ) ahead of replication fork
God
oV
(B) Transs
RN ~ ransient break
‘_ﬁ::JrQJ 1’11? '_pr’”—-‘\, P serves asaswivel to
iy 222 55 e allow free rotation of
g % Topoisomerase g 4 _DNA strands
3 g S
2 3 2 3
% ol % &
g™ et

5" if the DNA cannot rapidly
o rotate, torsional stress
will build up



DNA TOPOISOMERASES

e A topoisomerase | atua
imediatamente antes da
forquilha;

e Faz contato na ligacao
covalente do esqueleto de
uma unica cadeia;

 Gerando a quebra temporaria
em uma unica fita (nick);

* Que possibilita a rotacao livre
das extremidades quebradas
e o alivio da tensao local;

e E em seguida promove a
religacao.

one and of the DRA
double hellx cannot
rotate relative to the

oiner end
P

-~ T
e,

/ _ type | DNA

CHz topolsomarass

with tyrosine at
the acte sita

DMA topolsomerase covalantly
attaches to & DA phosphate,
thareby breaking a phosphodiestar
linkage In one DA strand

|
H;

Q'EI-

-
T

L

the twao ends of the DA double
hiedlx can now rofate relative to
each other, relleving accumulatad
siraln

the original phosphodiaster bond
gnergy Is stored In the phosphatyrasine
lInkage, making the reaction reversible

spontaneous ra-formation
of the phosphodiester bond
regeneratas both the DHA
hellx and the A
topolsomarase
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fitas (quebra dupla);

e E depois as religa;

DNA TOPOISOMERASES

e A topoisomerase Il faz uma
qguebra provisoria nas duas

e Utilizando a hidrolise de ATP

NO Processo,

e A dupla quebra possibilita
passar uma fita entre a outra;

e Separando

entrelacadas;

e Como a0
replicacao

moléculas

término da

circular

cromossomico das bactérias.

g
<

-3

L
-
=

-

Y~
)
-

<

T DA

doubile hallees
that are Interocdead

t-:-JE;EﬂEC-H'EFEEE Il

topokomerase
recognizes tha
entanglement and
makas a reversible
covalent attachment
to the two opposite
strands of one of the
double hellcas (orange)
creating a double-
strand break and
forming a proteln gate

the topolsomerass
gate opens to let the
sepond DA hellx pass

the gate shuts releasing
F the red hedlx

raversal of
the covalent
attachment
of the topo-
Isomarase
rastores an
Intact orange
double halix

bwo DA double hiefloss
that ara separated
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CONTROLE DA REPLICACAO

e Além da fidelidade da replicacao, é
necessario controlar que a replicacao
seja feita para todo DNA apenas uma
vez por ciclo;

e Esse controle é realizado
especialmente no inicio o processo, na
origem de replicacao (ORI);

e Tanto em eucariotos quanto em
procariotos .

"Now, just

relax your
back-bone
& let yourself
unwind...”




CONTROLE DA REPLICACAO

licati . parental
I replication origin " DNA helix
| |
AT-rich sequence BINDING OF INITIATOR
PROTEINS TO

REPLICATION ORIGIN

d g . AND DESTABILIZATION
initiator proteins OF AT-RICH SEQUENCE

Proteinas iniciadoras sao as proteinas pioneiras na origem da replicacao (ori);
Tanto em eucariotos como em eucariotos;

Promovem enrolamento do DNA em torno delas;

Desestabilizando pontes de hidrogénio locais, em regides ricas em AT;

E recrutando helicases para a ori;
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INICIO DE REPLICACAO

Além disso, eventos sucessivos coordenados pela
hidrolise do ATP das proteinas envolvidas com o inicio
da replicacao;

Em E. coli, as proteinas iniciadoras (ainda com ATP),
se ligam nas ORI,

Nessa condicao promovem o enrolamento do DNA no
seu entorno, ao mesmo tempo desestabilizando e
abrindo trecho de DNA rico em AT;

Esse complexo atrai duas proteinas carregadoras de
helicases e as proprias helicases ainda inativas ligadas
a ATP;

replication origin parental
I . : | DNA helix
L 1
AT-rich sequence BINDING OF INITIATOR

PROTEINS TO
REPLICATION ORIGIN
o . AND DESTABILIZATION
inftiator proteins OF AT-RICH SEQUENCE
= J—.-.—-‘“‘\_
- k_\___/_

DMNA helicase bound to
helicase-loading protein = ——
ar LOADING OF DMNA

@ HELICASES

._J‘_f"—‘\_

helicase-
loading A ACTIVATION OF HELICASES
protein =

—_—
@ LOADING OF DMA PRIMASE
/o —

DMNA primase

RMA PRIMER SYNTHESIS
DMNA polymerase EMABLES DNA POLYMERASES

begins leading-strand T START NEW CHAINS
@ synthesis
-—.="'_I—é—§

- 7 [
T
Pt

Hﬁﬁ LOADING OF TWO ADDITIOMAL
primer DMNA POLYMERASES

LAGGING-STRAND
5YMNTHESIS BEGINS

f"'",..-qr + _"'—-...,\
o —

TWO REPLICATION FORKS
MOVING IN OPPOSITE DIRECTIONS



INICIO DE REPLICACAO

Apos a fixacao no DNA as helicases sao ativadas por
hidrolise de ATP e continuam o desemparelhamento
gerado pelas proteinas iniciadoras;

Nas regides que passam a ser as forquilhas de
replicacao;

Abrindo a cadeia o suficiente para as primases
gerarem os primers e as DNA polimerases e demais
proteinas da maquinaria de sintese de DNA formarem
o complexo de iniciacao;

A hidrélise do ATP das proteinas iniciadoras fazem
com que elas se desliguem do DNA;

E as deixam inativas.
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CONTROLE DA REPLICAGAD =~

1

Em E coli, o processo de replicacao é basicamente controlado no seu
inicio (origem de replicacdao Unica) e uma vez iniciado, tende a ser
finalizado.

A origem de replicacao € composta por uma sequéncia de 245 pb;

Com regides reconhecidas pelas proteinas iniciadoras (dnaA) e
sequéncias ricas em A/T;

A hemimetilacao na origem de replicacao € um sinal ( \
gue impede o reinicio da replicacao. " \'

0 e e —

S-mer repeats

CRI sequence-specific
(A+T)-rich and functional

region

fully

methylated hemimethylated origins are
origin resistant to initiation
T
initiation occurs if sufficient origins become fully
resources are available to complete methylated, making them

a round of DNA replication again competent for initiation 44



CONTROLE DA REPLICAGAO

e Controle rigido também no inicio da replicacao dos
eucariotos;

e Para definir os sitios de origem, evitar nova duplicacao
de DNA, e sincronizar o processo;

e Complexos reconhecedores de origem de replicagao
(ORCs) sao complexos proteicos montados nas origens
de replicacao ao longo do ciclo celular, antes da etapa
de sintese de DNA;

e Em levedura verificou-se que as proteinas iniciadoras
Sao0 as primeiras a se ligarem nas origens de replicacao;

e Fosforilacao na mudanca de fase dispara a ativacao das
helicases e inativacao (desligamento) de proteinas
iniciadoras de ORCs.
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NUCLEOSSOMOS

NAP1 loading H2A-HZB dimer
H2A-H2B dimer /
* \_ @
v

e Com a replicacao do DNA
durante a fase S, conteudo de "/
histonas tb tem que ser

. A FACT
dupllcado; parent f_,"
H3-H4 tetramer -'
— E ;‘ _

T sliding clamp

newly synthesized

e Aproximadamente 20 copias de H3-H4 tetramer - o
. DNA replication
cada gene de histona em machinery parent chromatin
vertebrados tem o nivel de N/ <
RNAmM elevado 50x durante a . | &
H2A-HZ2B dimer
fase S. displaced in front

of replication fork

== CAF1 loading

H3-H4 tetramer
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TELOMEROS

Telbmeros sao estruturas que protegem as extremidades dos
cromossomos de degradacao;

Ou impede que 0s cromossomos se liguem por essa regido;

Muitos eucariotos, como em mamiferos, apresentam
centenas ou milhares de repeticdes de sequéncias ricas em G
nos teldmeros;

E a extremidade 3’ forma uma cadeia que se estende em fita
simples;

Em humanos, seq TTAGGG; entre 5 a 15kb;

47



TELOMEROS

e As caracteristicas dos telomeros sao formas de contornar dificuldades que a
replicacao apresenta nessas regioes dos cromossomos;

-_———————————
e O ultimo primer da fita retardada ——————wp

ndo vai ser reposto com uma

SeqUénCia de DNA; _— Parental DNA
¢ _— — - | eading strand
e Pois nao ha OH-3" para DNA —— |_agging strand
polimerase estender; EEEE——C .
—  — mm  RNA primer

e Entdo, a tendéncia seria perder
DNA das extremidades a cada o
replicacao (entre 50 -200 pb); —



TELOMEROS T

Telomerase binds to 3’ flanking end of telomere

Na replicacao das extremidades, atua a thatis complementary to telomerase RNA _-\“
enzima telomerase; . -

CaAUCECAALCE

A telomerase é uma enzima transcriptase Bases are added using RNA as template
reversa;

Sintetiza DNA a partir de uma sequéncia de
RNA;

Telomerase relocates

A1 [rclelelalalriclelelalalricle

Second step is repeated

Diferente de outras transcriptases;

A telomerase carrega uma sequéncia de RNA
gue utiliza como primer para sua extensao;

DNA polymerase complements

the lagging strand E -~
% &



TELOMEROS

A telomerase anela com a extremidade 3
saliente (overhang);

)

Porque possui sequéncia complementar para
pareamento;

E a fita 3’ overhang é ainda mais estendida;

O primer da telomerase é entao utilizado para
estender a fita lider (DNA polimerase a);

Evitando a perda de seqs;

Telomerase binds o 3° flanking end of telomere tn \

that is complementary to telemerase RNA

Telomerads rebocates

1 & r.'-'!.TT-'-

CAAMUCCEAAUL

DM & palyrmerase camplements

*ﬂu

the lagging strand

TIT l

I'.-'i.f.qu.:l.‘_{ﬁﬁ.l.ll'.




TELOMEROS

A protecao dos teldbmeros e
complementada com essas regides ligando
proteinas shelterinas;

Essas interacdes promovem a formacao de
alcas nas extremidades dos cromossomos;

E a fita saliente interage com regides
complementares da dupla fita;

Escondendo a extremidade vulneravel que
é a fita simples.
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repeats
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TELOMEROS

* Muitas evidéncias indicam que os telomeros atuem como mecanismo

controlador do numero de vezes que uma linhagem celular pode se
dividir;

e O mecanismo envolve controle do tamanho das extremidades dos
Cromossomos;

* |sso porque se houver uma progressiva perda das extremidades dos
teldbmeros, as células param de se dividir!



	Número do slide 1
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	Número do slide 10
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA EUCARIOTO
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	REPLICAÇÃO DNA
	Número do slide 22
	MAQUINARIA DE REPLICAÇÃO
	PRIMASE
	FRAGMENTOS DE OKAZAKI
	FRAGMENTOS DE OKAZAKI
	DNA POLIMERASE
	DNA POLIMERASE
	DNA POLIMERASE
	DNA POLIMERASE
	DNA POLIMERASE
	DNA POLIMERASE
	DNA LIGASE
	DNA HELICASE
	PROTEÍNAS LIGADORAS DE DNA FITA SIMPLES
	BRAÇADEIRA DESLIZANTE
	DNA TOPOISOMERASES
	DNA TOPOISOMERASES
	DNA TOPOISOMERASES
	CONTROLE DA REPLICAÇÃO
	CONTROLE DA REPLICAÇÃO
	Número do slide 42
	Número do slide 43
	CONTROLE DA REPLICAÇÃO
	CONTROLE DA REPLICAÇÃO
	NUCLEOSSOMOS
	TELÔMEROS
	TELÔMEROS
	TELÔMEROS
	TELÔMEROS
	TELÔMEROS
	TELÔMEROS

