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Replicacao de DNA

* Processo de duplicacao do DNA gen6mico ao
qual a célula passa a cada ciclo de divisao celular,
mantendo o mesmo material genético em todas
as células de um organismo.

Conteudo:

-Replicacao do DNA e ciclo celular;
-Origem de Replicacao;
-Mecanismos basicos de replicacao

- Fases da replicacao
*Inicio
*Alongamento
*Término




Replicacao do DNA x Ciclo Celular

Escherichia coli
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Ciclo Celular
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Replicacao de DNA

Replissomo: conjunto de proteinas que atuam na
replicacao de um organismo.

Para que ocorra replicacao deve haver uma fita
molde - DNA a ser copiado — fita dupla ou simples;

A extremidade 3’-OH devera estar livre;
Caracteristicas basicas:

— Semiconservativa
— Semidescontinua
— Adicao de nucleotideos no sentido 5’ - 3’

— Inicia sempre em sequencias especificas —
Origens

— Unidirecional ou Bidirecional
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SEMI-DESCONTINUIDADE DA REPLICACAO

A replicacao ocorre de maneira continua em uma das fitas e descontinua na outra fita

cadea feading

e
forquilha de replicagdo -
\

cadeia lagging
94

@

Fragmentos de Okazak




Mecanismos da Replicacao

Parent strands

IniCiO da Re plic a?ao Daughter strands /] Origins of replication
; -~ ~

Origin of replication
Replication Replication

forks bubbles

— Primer molecules
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MOVIMENTO DA FORQUILHA DE REPLICACAO

Unidirecional ou bidirecional

Bidirectional

A replicagdo pode ser Rephcatlon
bidirecional...

forks

U

Origin

Unidirectional

Origin /\




Proteinas envolvidas na Replicacao

___-topoisomerase

_ sentido de
DNA Polimerase i forauia W
dereplicacao

Helicases (DnaB)

proteinas ligadoras
de DNA fita simples

Primase bragadeira

-------

SSB (Single Strand Binding Protein) _}_J,_,pn'mer
- f nt
i dr:%n;:zaﬁi

Topoisomerases

. 8 III "\.|_ ", III'.
DNA ligase - grampo,
¢continua dimero de
DNA pol I

DNA pol | fita
descontinua




DNA-Polimerase

 DNA Polimerase: enzimas envolvidas na replicacao e reparo do
DNA;

— Incorporacao de nucleotideos na extremidade 3’ —OH livre

— Nucleotideos adicionados sao complementares a fita molde
— E necessaria a presenca de iniciadores (primers) pela primase

* Sao identificadas 5 DNA-polimerases em E. coli:
— DNA-polimerase | e lll tem atividade participam da replicacao
— II, IV e V envolvidas na reparacao do DNA
» Atividades de Polimerizacao e Exonuclease



DNA POLIMERASES

Sintetiza a nova fita de DNA
adicionando  nucleotideos na
extremidade 3'OH e possibilitando
0 crescimento da cadeia no
sentido 5’ — 3’

Template has free 3'-OH end

OH 3

Incoming nucleotide has 5'-triphosphate

5 PPF} OH 3

L 4
OH 3 _o*

5'.....5????(“

Diphosphate is released when nucleotide is added to chain

LT




DIRECAO DA REPLICACAO

A adicao dos nucleotideos para o alongamento da cadeia € SEMPRE no

sentido 5’-3’
OH
3
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synthesis




As DNA-polimerases sempre requerem um iniciador previamente pareado

ao molde que serd copiado

DNA polymerases cannot initiate DNA synthesis
on duplex or single-stranded DNA without a primer

\ y 4
Sggnt
5 3
3 5
or
5 3

RNA primer is synthesized (or provided by base pairing)




Atividade revisora 3' —» 5’ garante a fidelidade da replicagao

DNA polymerase has entry site available

PPPumge OH
.8
5'----.% OH 3 “‘
<*°

Enzyme advances 1 nucleotide

Nucleotide enters and forms bond

5IIIIIIIW3I OH

5'......%:3' OH

Mismatch causes removal of nucleotide; enzyme retreats 1 bp

pp:




Propriedades das DNA-polimerases Bacterianas

Pol I
Polimerizagdo 5' —» 3 +
Exonuclease 3' —» 5 =
Exonuclease 5' —» 3' +

Ndmero de subunidades 1
Tamanho em kDa 103

Velocidade de
Polimerizagdo(nt/seg) 16-20

PolII

40

PolIII

&+

<+

>10
~900

250-1000



DNA POLIMERASES

» Eucariotos - DNA polimerases

o - primase

B e e -reparo do DNA

0 - replicacao do genoma nuclear

v - replicacao do DNA mitocondrial
m Bacteriofagos - T4 DNA Polimerase

m Outras - Tag DNA polimerase (Thermus aquaticus) —
sem atividade de exonuclease 3'-5°



TAQ DNA POLIMERASE Thermus agquaticus
-Estavel a temperaturas de




Outras enzimas

Helicases

Primase

Quebra das pontes de hidrogénio entre as
bases, separando as duas fitas para que ocorra
replicacao

Proteinas com afinidade por fita simples de DNA.
Ao se ligarem evitam torcOes, induzindo a
conformacéo ideal para a replicacdo, além de
protegerem as fitas simples de degradac&o por
nucleases. — Single Strand Binding

Sintetiza primers (pequenas sequéncias de RNA)
com 3’0OH livre que sé&o utilizados para o inicio
da sintese de uma nova fita de DNA.

TNE e
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Outras enzimas

Quebram ligacbes fosfodiéster da cadeia de
igi O aumento de tensao

. DNA. Corrigindo
I[e] o1l eIn(SIEEEE provocado pelo desenrolamento da dupla fita de

DNA na forquilha de replicacao.

Une os fragmentos de Okazaki, apos a retirada
dos iniciadores (primers) pela enzima primase.

Ligases

ADN primase
ADN ligase primer de AR

ADN polimerase
IR l
H]l! ik Tl ' 1 /4

I

Fragmento de Okazaky

X w'|I|I|'|'|I|I|'|| L

ADN polimerase
helicase

cadeia simple

proteinas de ligacao

Cadr—:|a
atrasada |

/]

TTROC

Topoisomerase

Cadela
lider



Forquilha de Replicacao

= PROBLEMA - 2 fatores:

v' DNA tém fitas opostas - 3-5' e 5'-3’
v" DNA-polimerases sintetizam somente no sentido 5’-3’

= SOLUCAO

v Novas fitas sdo sintetizadas em direcdes opostas:
continua e descontinua.
v  CONTINUA: um primer inicial; fita se alonga no
sentido 5-3’
v DESCONTINUA: varios primers gerando varios
fragmentos de Okazaki



Forquilha de Replicacao

E timina

U adenina
U citosina
L. guanina

Forquilha de
Replicagdo

Fita molde

Wod geyuasd sdm U0y

5’



REPLICACAO DO DNA

A sintese do DNA é semi-descontinua e requer um iniciador (primer) de RNA

Previous fragment Last fragment Exposed single strand Parental DNA

Nucleotides added continuously to 3' end



REPLICACAO DO DNA

5 Fita continua
(lider)

Direction of m
of replicatio

Okazaki ’
fragments\ 5 3

/

3 Fita
5’ descontinua

Fragmentos de Okazaki:

1000 a 2000 nt (PROCARIOTOS)
100 a 200 nt (EUCARIOTOS)

5I
3!



REPLICACAO DO DNA

Helicase
3 N

gr @, A Primase

Iniciador

5!
Sintese da Sintese da fita
fita continua descontinua



@ Fragmentos
de Okasaki
ocorrem na fita
descontinua

@ A DNA
polimerase ITI
é responsdvel
pela sintese da

maior parte do
DNA

@ A DNA
polimerase T
remove o primer
de RNA e
preenche as
lacunas

@ A DNA ligase
sela as quebras




REPLICACAO DO DNA

O complexo de replicagdo

DNA is pulled
through primosome

......................

@ A proteina DNA B
(helicase) é responsadvel
pelo movimento para
frente da forquilha

@ Cada core catalitico da
DNA PolIITI sintetiza Pol lll o
uma das fitas-filhas

0 Y o Pol lll o

<eading strand |

| Lagging strand

@ O primossomo-primase

afasta uma das fitas ‘sss
molde R
@ Proteinas SSB mantem )
as fitas parentais -
separ.adas 5' end of previou>
Okazakifragment E
3 5 3 5



INICIO DA REPLICACAO

Replicon: Unidade do DNA onde estd
ocorrendo um evento de replicagdo

Origem + Término

. Durante um ciclo celular, a origem de replicagdo
pode ser ativada mais de uma vez em procariotos e
uma vez em eucariotos

. O cromossomo de uma célula procariotica
constituem um Udnico replicon

. Cada cromossomo eucariotico constitue varios
replicons



INICIO DA REPLICACAO

- ORIGEM DA REPLICACAO -

» Regidao do DNA onde a replicacdo comeca

» Origens de procariotos e eucariotos — ricas em AT

»E. coli — regido de 245 pb essencial a replicacao

3 sequéncias de 13 pb ricas em AT

4 sequéncias de 9 pb - TTAT(C/A)CA(C/A)A



O genoma bacteriano circular constitui um dnico replicon

meet 44
47270@77.9»
4404;;407
Q‘])%Gf
Add 3, 1

terE,D,A terC,B
terminate fork 1 terminate fork 2

Replicating 6 structure Appearance of 6 structure
by electron mioscopy

@ A velocidade da forquillha de 4
.0

replicagdo bacteriana é 50000pb/min %,
X .
@ Um Unica origem de replicagdo em ., \ 4 .

E.coli (OriC, 245 pb) Replicationfork2 ~ Origin Replication fork 1



-
4-“III

Tandem array of
three 13 bp sequences

v v v

meet 44
7744]’%? 75
240447}97‘
04;;4@
G,y
2e0r
Add 3, ™
terE, DA terC,B

terminate fork 1

Origin

terminate fork 2
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Binding sites for DnaA protein,

four 9 bp sequences

- | - | —

Consensus sequence
GATCTNTTNTTTT

v — sl/ﬁ\lz v

Consensus sequence

TTATCCACA



A & L 4 S

inicio da e AR R
- ~ DnaA monomers bind at § bp repeats
replicacao :

DNA A:
v’ Liga-se a origem,
determinando inicio da
replicacao
v’ Induz a abertura das duas
fitas de DNA
v’ Posiciona a proteina DnaB

[P RR——— ™ b b s by P — T PR PR p— Pra—

1- Complexo inicial
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DNA strands separate at 13 bp repeats

2- Complexo aberto

A — T ———

DnaB/OnaC joins complex, forming replication forks

3- Complexo preé-
priming

v DnaB — 13pb

v' DnaB — DnaC - oriC
v Inicio da replicacao
v Primase recrutada




Origem de Replicagdo em bactérias: Somente origens completamente metiladas

podem iniciar a replicagdo

CHg
5 GATC a0
Methylated Hemi- 3 G 5
DNA methylated CHy
DNA lReplication
Me CHg
GATC o GATC
CTAG 3 CTAG 3
Me & GATC 5
GATC  Replication Dam methylase | = CTAG
For a sh iod
CT:;‘G wHs l fo?ro:v?llé)?egﬁzl:t‘ioxl.
€ the template strand is
CH methylated and the
G AT C &K '? = new strand is not.
5 Z 3’
CTAG & CTAG 5
Me Hemimethylated DNA
ll ) = G A T C =
’ o CTAG o
éna After a few minutes
the new strand is
Dam methylase methylated and the
CH l two strands can no
3 longer be distinguished.
L€ 255 O Wall,
. ~ . . 5° a3’
- Metilacao — DNA hemi-metilado A =
CHg
(] 7 .
- Garante que a origem sera ativada oy
- G ATC -
uma vez por ciclo A = X T
CHg




O genoma eucaridtico constitue vdrios replicons
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@ A velocidade da forquillha de replicagdo eucariética € 2000 pb/min
@ Os replicons eucarioticos tem 40-100 kb e sdo iniciados em tempos

diferentes
@ Fase S demora ~ 6 h em uma célula somadtica



Cromossomos eucaridticos se organizam em replicons...

A Mdultiplas origens de replicacao
EEN | N N |
B
—_—— —— —— ——e——p ——p -——>
EEN HEB
R1 R2 R3 R4 R5 R&6 R7
|-‘ lllllllllllll *”‘ llllllll ’l-l‘lllllllll*”‘lllllllll*”-‘ llllllll ’”‘ lllllllllll *”‘ llllllllllllll *|

[N S D D I I Y I I A e

Em cada ciclo celular, nem todas as origens séo ativadas

b e e . e
gEpggEmr.Te s s OO e




Inicio da Replicacao

Fase G1 tardia
Fator de licenciamento

em Eucariotos

Nuc!eo

ORC - Complexo de
Reconhecimento de
Origem da Replicacao

Replicacao
Fase S

 Proteinas relacionadas
ao inicio da replicacao

em eucariotos; /
« Dominios similares ’
entre DnaA e ORC Bt

Mitose




Término da Replicacao

PROCARIOTO

+ Em E. colj podem existir2 forquilhas de replicacioque, durante o movimento
bidirecional encontram-sena regiacterminal Ter(180° a partir de ori(J

+* Tl e T2 — regidesde terminacao(especificaspara a direcidodo movimentoda
forguilhaj.

# Bidirecional- cada forquilhadeve passar pela outra para finalizara replicacao.

# Unidirecional- a forquilhadeve retornara origemde replicacao.

B genomascirculares— nao oferecemproblemas de replicacao.



Término da Replicacao

PROCARIOTO

T2

180°

100pb
ter




Término da Replicacao

EUCARIOTO

* Telomeros — regidesterminaizdos cromossomos de eucariotos formadas por
zequenciashastante conzservadase repetidas.

# Telomerase- enzimaresponsavelpela adicao destas seqiiénciasrepetidas (RINA-
polimerasejnos locais onde ocorreua retiradados primers

— reconhecimente igaciocao telémero

— adin_;é.u:- de nucleotideosconformeo molde de ENA da enizima

m A perda de sua funcio leva d mortecelular.



Término da Replicacao

Genomas Lineares —» Telomeros

) (&) Removal of the RNA primer leads to

L):;:""‘:TK . Telomhere the shortening of the chromosome
Parent DNA i P SN after each round of replication.
e R Chromosome shortening eventually
_ _ leads to cell death.
Telomerase
/ RNA primer
3 An RNA in telomerase acts
- _ as a template for DNA.
This enzyme adds the
¢ telomeric sequence to the
3" end of the chromosome.
T 3
T  Eom—;
¢ The original length of the
, chromosomal DNA has been
. ———————— ——— restored. Note the gap
_ _ _ where the primer for DNA
replication has been
removed.

REPLICACAO DE DNA LINEAR: o modelo demonstra o surgimento de extremidades
nao pareadas apods a remoc¢ao dos primers no final da replicacao




ANIMACAO REPLICACAO

http://www.hartnell.edu/tutorials/biology/dnareplication.htmi

VIDEO REPLICACAO

https://www.youtube.com/watch?v=pin35690Qfg|



