- Replicacao do DNA




Mapa do cromossomo de E. coli
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Cromossomo bacteriano

- Tamanho 5.500 kb

- Ordem de compactacgido 103,

Material
Granulo de Mesossomo de nuclear
poli-B-hidroxibutirato Citoplasma central enxofre f(nucledide)

Grénulos
©50850Mo de
periférico  glicogénio

Parede Membrana Invaginagao Ribossomos  Granulos de
celular cltoplasmdatica da parede polifosfato
durante

divisGo celular



Divisao Celular em Bactérias

Non-overlapping cell cycles (slow growth)

Chromosome

Cell birth DNA repllcatlon Cell division
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Developmental control

Motile swarmer cell Sessile stalked cell
Reyes-Lamothe, R., Sherratt, D.J. The bacterial cell
Flage““"‘ cycle, chromosome inheritance and cell growth. Nat
Polar stalk

Rev Microbiol 17, 467478 (2019).




Historico

Sintese DNA: Enzimas com fidelidade e velocidade
extraordinarias

|

Elucidacdo dos mecanismo de replicacao em E. coli:

1953: Modelo estrutural de James Watson e Francis Crick;

1957: Mattew Meselson e Franklin Stahl
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Experimento de Meselson-Stahl
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Which model of DNA replication - conservative, dispersive, or semiconservative - applies to E. coli?

Experiment

Transfer to
19N medium
and replicate

Replication in
19N medium

Replication in
19N medium
15N medium

Results ¢
| ; £ &
Light (4N)--{llt- - - - ——————- B - — - - - .L- ------------ -T—-
i i
Heavy (ISN) e e e e e e = = I = e e e 8
1 | @ 3) | 2 |
C I ~ . DNA from bacteria After one round of After a second round of Samples taken after
O n C U S aO . that had been grown replication, the DNA replication, DNA appeared additional rounds of
in medium containing appeared as a single as two bands, one in the replication appeared
SN appeared as a band intermediate position of hybrid DNA as two bands, as in
single band. between that expected (half >N and half **N) and step 3.
for DNA with 15N and the other in the position of
that expected for DNA DNA that contained only *N.

with 19N, *
Replicacao DNA é ¥

semiconservativa 7&0‘@0&{
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« A fita de DNA parental €& totalmente desenrolada
antes que cada uma seja replicada?

* Onde se Inicia a replicacao?

 Em gue sentido ocorre a replicacao?



JOhn Ca”‘ns (1960) Historico

E. coli + Timina 3H

!
DNA
1 =
Autoradiografia ;/reglécrakgon \)

fy

- Cromossomo: grande circulo;
- DNA com alc¢a extra - fitas de
DNA radioativas;

1Tum



Forquilhas
de
replicagao

Formacao de uma
Forquilha de
replicacao

; RATE e $“<;’<. b}‘-‘*"

Duplex filhas



Como ocorre a replicacao?

Origem
| ]

Replicacao 3
Unidirecional 3 5
Replicacao 5 3

Bi - direcional 3 5

\—/




Sintese de DNA

5" triphosphate
3 ™

Maquinaria de
replicacao —
DNA polimerase

incoming
deoxyribonucleoside
triphosphate

strand

N o — o0+0
‘ pyrophosphate
5’-t0-3’ 3 By
direction of HO e
chain growth

5 — 3
Sintese somente no sentido 5= 3’




Maquinaria de replicacao

* Processo complexo;
 E.coli: pelo menos 5 DNA polimerases;

 Eucariotos: diversos tipos.



DNA polimerase

AR WAR N Comparagdo de trés DNA-polimerases de E. coli

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 Nio 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 polimeri™agg e que
dnak é uma designacio anterior para o gene agora chamado de polC.
Apenas subunidade de polimerizacio. A DNA-polimerase II compartilha vérias subunidades com a DNA-polimerase II1, incluindo as

subunidades B3, v, 8, 8", y e ¥ (ver Tabela 25-2).



11138 PLFR Subunidades da DNA-polimerase |l de E. coli

DNA polimerase Il

Subunidade porholoenzima subunidade

Nimero de
subunidades

M. da

Gene

Funcao da subunidade

(43

&

o

=

™ s =

2

2
2
2

e e

129.900
27.500
8.600
71.100

47.500
38.700
36.900
16.600
15.200
40.600

polC (dnak’) Atividade de polimerizacao

dna@) (mutD) Exonuclease de revisio 3'—5'

holE
dnaX

dnaX*
holA
holB
holC
holD
dnalN

Estabilizacdo da subunidade e

Ligacédo ao molde estéavel;
dimerizacao do nicleo enzimatico

Carregadora de bracadeira
Abridor de bracadeira
Carregadora de bracadeira
Interacio com SSB
Interacio comye y

Grampo de DNA necessario para
processividade otima

r Nicleo da polimerase

Complexo carregador

de bracadeiras (y) que

» carrega as subunidades 8
na fita retardada em cada
fragmento de Okazaki

*A subunidade vy é codificada por uma porgio do gene para a subunidade 7, de modo que 66% da subunidade 7, em sua porgio amino terminal, tem a
mesma sequéncia de aminodcidos que a subunidade y. A subunidade y é produzida por um mecanismo de tradugéio por mudanca de fase (p. 1111) que
leva 4 terminagio prematura da tradugéo.



DNA polimerase Il

Estrutura dimérica

Subunidade Gene Funcio da subunidade
o polC (dnaE) Atividade de polimerizagio
e dnat) (mutD) Exonuclease de revisio 3'—5’ Nieleo da polimerase
0 holE Estabilizacéio da subunidade &
T dnaX Ligaciio ao molde estavel;
dimerizagfio do niicleo enzimético | Complexo carregador
Y dnaX* Carregadora de bracadeira S:rl;;ggﬁe;aﬁugﬁ; B
8 hol4 Abridor de bracadeira na fita retardada em cada
& holB Carregadora de bracadeira fragmento de Okazaki
X holC Interacéio com SSB
i holD Interacio com ye y
B dnaN Grampo de DNA necessario para

processividade 6tima

(a)

Bracadeira deslizante 3

Nuacleo da Pol Il Nucleo da Pol Il
(a, €, 0) (a, €,6)

Bracadeira
deslizante B

Carregador da
bracadeira



REPLISSOMO

O carregador de bragadeira cliva ATP para carregar

, L. a bragadeira no DNA
1- Nucleo catalitico (cerne) G

b 'dade o Carregador de bragadelra~|: 0
* supuni

- atividade DNA polimerase 5'-3’ ATP—’ADF’*P«%
« subunidade ¢ Pracadeira ; _3"3‘»‘ B

° a‘tividade de reviséo 3’-5’ A enzima cerne associa-se
 subunidade 6 50 \g

« estimula a atividade exonucleasica

* montagem do cerne Enzimaceme{ o

] tau + segundo cerne se associam, formando um dimero simétrico

2 - SUbur"dade T Sintese da Sintese da

. Une 0S 2 nleIEOS CataIIItICOS fita continua fita descontinua

B )B E i ;‘ B )8
3 — Bracadeira (2 subunidades [3) 5 e
. , - : 2 6 6 P
* Fixa o nucleo catalitico na fita molde
mAs subunidades t mantém
a estrutura dimérica
4 - Cal'l’egadOr da bl’a(;aden‘a ; A holoenlzima da DNA polimerase III é or%aﬁ‘;z?jda embesté—
, gios, gerando um complexo enzimatico que sintetiza o e ambas as
« Complexo y: grupo de 5 proteinas novas fitas.

e Posiciona a bracadeira no DNA



Sintese de DNA

« Conservado em todas as especies;

3 etapas:
* |niciacao;

* Alongamento;

* Terminacao.



Mapa do cromossomo de E. coli
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Fase 1: Sintese de DNA

*Iniciacao: A replicacao se inicia na Origem

Os olhos de replicacao formam bolhas

DNA Olho de replicacaoc DNA
nao-replicado nao-replicado

Aparéncia

—< =

Estrutura molecular

FIGURA 15.1 O DNA replicado é visualizado como um olho de
replicacao flanqueado por DNA ndo-replicado.




Fase 1: Sintese de DNA

* Iniciacao: A replicacao se inicia na Origem
« 245 pb;
« 2 tipos de seq: 5 repeticOes 9pb (sitio R) e regiao rica A=T (DUE)

» sitios adicionais (I): ligacéo de outras proteinas.

DUE Proteina iniciadora
Tandem array of Binding sites for DnaA protein,
three 13 bp sequences four 9 bp sequences
v v v v v v v v
=== H E E BN
Consensus sequence Consensus sequence
GATCTNTTNTTTT TTATCCACA
A=T

DUE — elemento de desenrolamento do DNA.



Sintese de DNA

* [niciacao: Proteinas necessarias

[LL1AMPLLER Proteinas necessarias para iniciar a replicagao na origem de E. coli

Nuamero de

Proteina M, subunidades  Fungao

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

Proteina DnaB (helicase) 300.000 6+ Desenrola o DNA

Proteina DnaC 174.000 6% Necessaria para a ligacao da DnaB na origem

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

FIS 22.500 2% Proteina de ligacido do DNA; estimula a iniciacio

[HF 22.000 2 Proteina de ligacido do DNA; estimula a iniciacio

Primase (proteina DnaG) 60.000 1 Sintetiza iniciadores de RNA

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

ples (SSB)

DNA girase (DNA-topoisomerase II) 400.000 4 Alivia a tensao de torcao gerada pelo desenrolamento do DNA

Dam metilase 32.000 1 Metila as sequéncias (5")GATC em oriC

* Az subunidades nesses casos sao idénticas.



. -
Supercoiled ) T
::F:enplz:te/\/’%-) Iniciacdo
>

Sintese de DNA m

* [niciacao: Proteinas necessarias

Proteina Fungao

Proteina DnaA Reconhece a sequéncia ori; abre o duplex em sitios especificos
na origem

Proteina DnaB (helicase) Desenrola o DNA

Proteina DnaC Necessdria para a ligagio da DnaB na origem

HU Proteina semelhante 4 histona; proteina de ligacio do DNA,; es-
timula a iniciagéo

FIS Proteina de ligacao do DNA; estimula a iniciagao

[HF Proteina de ligacao do DNA; estimula a iniciagao

Primase (proteina DnaG) Sintetiza iniciadores de RNA

Proteina de ligacio ao DNA de fitasim-  Liga-se ao DNA de fita simples

ples (SSB)

DNA girase (DNA-topoisomerase IT) Alivia a tensao de tor¢ao gerada pelo desenrolamento do DNA

Dam metilase Metila as sequéncias (5")GATC em oriC

*As subunidades nesses casos sdo idénticas.

HU e outras pt: falicitam o dobramento do DNA.

Criacéo da forquilha de
replicacéo



Iniciacao

Regulacao da replicacao - Iniciacao

» UNICA FASE DA REPLICACAO QUE E REGULADA -
A replicacao ocorre apenas uma vez em cada ciclo
celular

Regulacao
« Hidrolise ATP — DnaA;

 Regulacao temporal - metilacao do DNA em oriC— Dam
metilase



Supercoiled S /- S ...
Regulacao da Replicacao temv*a:ava Iniciagdo

Hidrblise do ATP

- DnaA + ATPase — hidrélise ATP

4 AN

Forma ativa Forma inativa

\ J
Y

Regulacao da replicacao

HU e outras pt: falicitam o dobramento do DNA.

Criacéo da forquilha de
replicacéo



Regulacao da Replicacao

Repressor
Ativador High Repressor
Low [DnaA-ATP]
[DnaA-ATP] % NrdR-AMP

‘ nrdA nrdB
DnaA-ATP /

C dANTP kb per Secmld
RNR
. NTP

Ribonucleotideo redutase /
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CHy
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G ATC

Regulacao da Replicacao ; .

CTAG
CH,

Metilacdo do DNA |

CH,
|
GATC

CTAG 3

Modificagao covalente do DNA com um s

grupamento metil (CH3) - transferido da S-
adenosilmetionina pela acdo de uma |
familia de DNA metiltransferases.

|
GATC

5

¥ CTAG s
DNA hemimetilado

o GATC 3

3’ 50

CTAG
CH,

Importante para o sistema de Reparo do l
DNA

podem mais ser
distinguidas.

-
GATC
CTAG

CH,

-

GATC

CTﬁ\G

CHy



Fase 2: Alongamento

- Fase de alongamento apresenta duas operacoes: sintese fita continua e fita

descontinua;

- Formacao da forquilha de replicacao: REPLISSOMO

LV PARER  Proteinas do replissomo de E. coli

Nimero de
Proteina M, subunidades  Funcao
SSB 75.600 4 Ligacao a um DNA de fita tinica
Proteina DnaB (helicase) 300.000 6 Desenrolamento do DNA, constituinte do primossomo
Primase (proteina DnaG) 60.000 1 sintese do iniciador de RNA; constituinte do primossomo
DNA-polimerase III 791.500 17 Novo alongamento da fita
DNA-polimerase [ 103.000 1 Preenchimento dos intervalos; execisiao dos iniciadores
DNA-ligase 74.000 1 Ligacao
DNA-girase (DNA-topoisomerase 1I) 400.000 4 superenrolamento

Fonte: Modificada de Kornberg, A. (1982) Supplement to DNA replication, Tabela S11-2, W.H. Freeman and Company, New York.



Fase 2: Alongamento

A replicacao de DNA e semi-descontinua

* Filamento lider (continuo)
— Fita molde esta no sentido 3’ 5’

— Sintese continua no sentido 5= 3’

* Filamento tardio (descontinuo)
— Fita molde esta no sentido 5= 3’

— Sintese descontinua no sentido 5= 3’

— Para isso, ocorre a sintese no sentido 5= 3’ de pequenos
fragmentos que sao posteriormente conectados covalentemente

— Fragmentos de Okazaki (1000-2000 nucleotideos)



Fase 2: Alongamento

Sintese DNA: 5 —3’

- Leading
2 strand

Fita continua

—~

Direction of movement 9!
of replication fork

5
Okazaki —5—3
III I ! Y r
fragments | _5'° >~ Tjta descontinua
9 Lagging
5' strand /ﬁ
OH O 0O
(\%Pf
Ligase \,
0. 0o ‘o
E. coli— 1000 a 2000 nt %/
Eucariotos - 150 a 200 nt ;P\.

5!

0 O— Ribose

Adenina




Fase 2: Alongamento

DMA-topoisomerase Il Sintese da fita lider
(DMNA-girase) (DNA-polimerase [lI)

3!
5!

Fita
retardada

3!
5!

SSB
Iniciador de Iniciador de RNA a

RNA partir do fragmento
de Okazaki anterior

(b)

Sintese da fita retardada
(DNA-polimerase 1)

—

(<)




Fase 2: Alongamento - Replissomo

Subunidade B

A subunidade 3 da holoenzima da DNA polime-
rase III consiste em um dimero da cabe¢a a cauda (as duas
subunidades séo ilustradas em vermelho e laranja) que forma
um anel, o qual circunda completamente um duplex de DNA
(apresentado no centro). Reimpresso de Cell, vol. 69, Kong, X.
P., et al., p. 425-437. Copyright 1992, com permissdo de Else-
vier. Fotografias gentilmente cedidas por John Kuriyan, Uni-
versidade da California, Berkeley.

Sintese da Sintese da
fita continua fita descontinua

&
0] 0 0 o

As subunidades © mantém
a estrutura dimérica

(a)

Bracadeira deslizante 3

|NucleodaPol lll  Ndcleo da Pol llI

/y (@, € 6) (a, €, Q) \,

y

Bracgadeira
deslizante B
Carregador da
bracadeira




Alongamento

a Clamp loader
Pollll (cieB),  |(TOOWX)
Leading strand DnaB

Progressiol
of the fork

B-clamp

Lagging strand



(a) . A sintese continua na
fita lider prossegue a
medida que o DNA é
desenrolado pela
helicase DnaB.

Complexo carregador de

bracadeiras com bracadeira 8
deslizante aberta
Fita retardada

Iniciador de RNA do
fragmento de
Okazaki anterior

Primase w “{

Sintese do
fragmento de

Okazaki proxima
da conclusao.

A primase seliga a
DnaB, sintetiza um
novo inicador,

iniciador de RNA entao se dissocia.

(c)

Uma nova bracadeira B € carregada no
novo iniciador molde pelo carregador
, de bragadeiras.

A sintese de um
novo fragmento de
Okazaki é
completada na

fita retardada.

Alongamento

(e)

A préxima bracadeira 3 é
preparada @ medida que a
sintese do fragmento de Okazaki
éiniciada.

Subunidades centrais da

fita retardada sao transferidas
para o novo iniciador molde e
sua bracadeira B. A antiga
bracadeira B € deixada

para tras.

Bracadeira 3 deixada
para tras




Etapas finais

da sintese dos segmentos da fita descontinua

DNA-polimerase III Novo alongamento da fita
DNA-polimerase | Preenchimento dos intervalos; excisio dos iniciadores
DNA-ligase Ligacao
Lagging
strand
5!
3!
f Primers RN
Nick
e rNMPs DNA polymerase |
dNTPs Remoc&o primers — DNAp |
-atividade 5— 3’ exonucleasica
ATP (or NAD")

AMP +PP, (or NMN)

DNA ligase



Fase 3. Terminacao

Sequéncias de Terminacao
Ter (20pb)

Origem

Forquilha no sentido
horario

Forquilha no sentido
anti-horario

Armadilha paraa TerB TerC TerA Armadilha para a

forquilha no sentido forquilha no
horario sentido anti-horario

Multiplas cépias seq. Ter: Ter-Tus
bloqueio da replicacao

Forquilha Forquilha
no no
sentido sentido
anti-horario horario

Conclusao da
replicagéo

Cromossomos
catenados

\ DMA-topoisomerase [V

Cromossomos
separados
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