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Watson e Crick previram a Replicagao
Semi-conservativa do DNA

* Watson e Cricki "Ndo escapou a nossa
observagdo que o pareamento especifico
(base) que nos postulamos sugere
imediatamente um mecanismo de possivel
copia p/ o material genético."

- O mecanismo: separagdo das fitas, sequido
pela copia de cada fita.

* Cada fita separada age como um modelo para
a sintese de uma nova fita complementar.






O Modelo Semiconservativo

- Matthew Meselson e Franklin Stahl verificaram o

modelo semi-conservativo

+ Copia de DNA com nucleotideos contendo !N (mais
denso do que o DNA normal)

+ Copia de DNA contendo nucleotideos ‘N (DNA
sintetizado novamente era menos denso)

* DNA isolado em diferentes tempos e fracionado em
gradiente de densidade

* DNA mais denso/ mais pesado, encontrado em
gradientes mais baixo.

- DNA menos denso/mais leve, encontrado em

gradientes mais alto.
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Replicagdo é bidirecional
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Eucariotos tém genomas maiores 3 X 10° b’

Taxa de replicagdo do cromossomo de Eucari-
otos é mais lenta

Mas devido aos cromossomos de eucariotos
terem midltiplas origens de replicagdo, isto leva
o mesmo tempo para replicar o genoma
completo.



Replicagdo do DNA é Semi-
descontinua
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replicatinn fork

Sintese do DNA prossegue na diregdo 5" — 3" e é semi-
descontinua. A formacdo da fita continua (fita Lider) ocorre na
mesma diregdo do movimento da forquilha. A formagdo da fita
descontinua (fita atrasada) ocorre em direcdo oposta ao
movimento da forquilha
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Separate by size (only newly

Parental DNA (unlabeled) synthesized DNA containing
‘H-deoxythymidine is shown).

Newly synthesized DNA
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A Enzimologia da Replicagdo do
DNA

- Se Watson e Crick estavam certos, entdo deveria

existir uma enzima que faz copias de DNA de um
modelo de outro DNA

+ Em 1957, Arthur Kornberg e colegas demonstraram
a existéncia da DNA polimerase -

+ Ha 3 tipos DNA polimerases em E. coli

DNA polimerase I- repara o DNA e participa da
sintese de filamentos tardios

DNA polimerase II - repara o DNA

DNA polimerase IIT - principal polimerase envolvida
na replicagdo do DNA.



Equagdo geral da reagdo:
(dNMP),, + dNTP — (dNMP),,, + PP,
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Contribuigdo da geometria do par de bases para a fidelidade da
replicagdo. A) A geometria dos pares A=T e G=C sdo semelhantes e
um sitio ativo para acomodar uma, acomodaria a outra B) Geometria
depares incorretos podem exclu~-los do sitio ativo.



Atividade exonucledsica 3" — 5" da DNA
polimerase I

Base despareada (C -A) impede a
translocagdo da DNA polimerase para o
sitio sequinte. Deslizando para trds a
enzima faz correcdo através da
atividade exonucledsica 3'—5" e apds

reassume atividade polimerasica na diregao
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exonuclease
active site

is a rare tautomeric
form of cytosine (C*)
that pairs with A and
is incorporated into
the growing strand.

Before the polymerase
moves on, the cytosine
undergoes a tautomeric
shift from C* to C. The
new nucleotide is now
mispaired.

The mispaired 3'-OH
end of the growing
strand blocks further
elongation. DNA
polymerase slides back
to position the
mispaired base in the
3'— 5' exonuclease
active site.

The mispaired
nucleotide is removed.

DNA polymerase slides

forward and resumes its

polymerization activity.
@
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E. coli possui pelo menos cinco DNA polimerases.

DNA polimerase I realiza fungoes de limpeza (atividade exonucledsica
5” — 3" (‘essa atividade pode substituir um fragmento de DNA “ nick translation”
)e 3’— 5" A maioria das outras DNAs polimerase ndo possuem atividade 5'— 3

Comparison of DNA Polymerases of E. coli

DNA polymerase
I 1| I

Structural gene* polA polB polC (dnakE)
Subunits (number of different types) 1 =4 =10

M, 103,000 88,000 830,000
3'—=5" Exonuclease (proofreading) Yes Yes Yes
5'—3" Exonuclease Yes No No
Polymerization rate (nucleotides/sec) 16-20 40 250-1,000
Processivity (nucleotides added before 3-200 1,500 =500,000

polymerase dissociates)

*For enzymes with more than one subunit, the gene listed here encodes the subunit with
polymerization activity. Note that dnak is an earlier designation of the gene now referred to as
polC.

'Polymerization subunit only. DNA polymerase |l shares several subunits with DNA polymerase
I11, including the 3, v, 6, &', x, and ¥ subunits (see Table 25-2).



Deslocamento do Corte (nick
translation)

Fita de DNA ou RNA pareada a
um molde de DNA é
simultdneamente degradada pela
atividade 5" — 3’e substituda
pela atividade polimerdsica da
mesma enzima. Essas atividades
possuem papel importante tanto
ho reparo como ha remogdo de
RNAs iniciadores.

Um corte ocorre onde a sintese
de DNA deve comecar. A DNA
polimerase estende a fita ndo
molde do DNA e desloca o
corte. O corte permanece onde
a DNA polimerase I dissociar e
serad selado por outra enzima

L o

Nick

/

U\HEIB | F,NIA cl’r II)NJI% 1

5 r
Template
DNA strand

DNA
polymerase I

@ »>

mminml 1 I 1 1 1

dNMPs

or «| ~ dNTPs
rNMPs

Nick

"
e



DNA Polimerase III é uma
Enzima de Multisubunidades

Subunits of DNA Polymerase Il of E. coli

Number of
subunits per M, of
Subunit holoenzyme subunit Gene Function of subunit
o 2 132,000 polC (dnakE) Polymerization activity
€ 2 27,000 dnaQ (mutD) 3'—=5’ Proofreading Core
exonuclease polymerase
6 2 10,000 holE
T 2 71,000 dnaX Stable template binding;
core enzyme dimerization
v 2 52,000 dnaX*
o 1 35,000 holA Clamp-loading complex that
' 1 33,000 holB > loads 3 subunits on lagging
X 1 15,000 holC strand at each Okazaki fragment
Y 1 12,000 holD |
A3 4 37,000 dnaN DNA clamp required for

optimal processivity

*The v subunit is encoded by a portion of the gene for the 7 subunit, such that the amino-terminal 80% of the 7 subunit has
the same amino acid sequence as the v subunit. The v subunit is generated by a translational frameshifting mechanism
(see Box 28-1) that leads to premature translational termination.



Organizagdo da subunidade da
DNA Polimerase IIT

—_— Single y complex
0 Sliding clamp

Core complex



Replicagdo de DNA é um
Processo Processivo.

DNA Polimerase
permanece ligada a
forquilha de replicagdo

Dimero de B-subuni-
dades formam estrutu-
ra de anel em torno das

cadeias de DNA
crescentes.




DNA Polimerase tambéem tem
fungdo a prova de leitura

- As reagoes de polimerizagdo tem uma taxa de
erro de 1 para 100,000 pares de base
incorporados (1 X 10-2 erros por base)

- DNA polimerase tem fungdo 3’ a 5' exonuclease
(subunidade epsilon) que reconhece pares de
base colocados erroneamente e os remove.

* Por isso a fungdo de prova de leitura ajuda
eliminar erros que poderiam conduzir a mutagoes
detrimentais.

+ Entretanto a prova de leitura relizada pela
exonuclease tem taxa de erro 1 para 100 pares
de bases (1 X 10-? erros por base)

* No total a taxa de erro é 1 X 10-7 erros por
base.



Estagios da Replicagdo de
DNA
- Iniciagao
» Elongagado
- Terminagao



Inicio da Replicagdo

Em E. coli

- A replissomo (complexo envolvendo sistema de
replicagdo, chamado sistema da DNA replicase)
consiste de: DNA-desenrolando proteinas, o
complexo ini-ciador (primosomo) e 2 equivalentes

de DNA
+ polimerase ITI - holoenzima

- Iniciagdo: proteina DnaA (componente chave no
processo) liga-se em repetigoes (quatro repetigoes
de 9 pares de bases na origem) em oriC (origem
da replicagdo em E. coli), iniciando a separagdo
das fitas e DnaB, a helicase enviada pela DnaC,
posteriormente desenrola. Primase entdo liga-se e
constroi o primer de RNA



Proteinas necessarias para iniciar a replicagdo em E. coli

Proteins Required to Initiate Replication at the E. coli Origin

Number of
Protein M, subunits Function
DnaA protein 52,000 1 Recognizes origin sequence; opens duplex at specific sites in origin
DnaB protein (helicase) 300,000 6* Unwinds DNA
DnaC protein 29,000 1 Required for DnaB binding at origin
HU 19,000 2 Histonelike protein; DNA bending protein; stimulates initiation
Primase (DnaG protein) 60,000 1 Synthesizes RNA primers
Single-stranded DNA-binding protein (SSB) 75,600 4* Binds single-stranded DNA
RNA polymerase 454,000 5 Facilitates DnaA activity
DNA gyrase (DNA topoisomerase |I) 400,000 4 Relieves torsional strain generated by DNA unwinding
Dam methylase 32,000 1 Methylates (5")GATC sequences at oriC

*Subunits in these cases are identical.
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Estdagio de Elongamento da
Replicagdo

- Envolve duas fases: sintese da fita lider e da fita

atrasada

* Elongagdo envolve DnaB helicase desenrolando,
ligagdo da SSB p/ manter separadas as fitas.

- Complexo Primase sintetiza pequenos primers de
RNA.

* DNA polimerase trabalha sempre em ambas as fitas

+ Topoisomerase II (DNA girase) produz um super
espiralamento que permanece
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DNA topoisomerase II Leading strand synthesis
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{a) The lagging-sirand wemplate loops back through the replisome so that the leading
and lagging strands are synthesized in the same direction. S5B binds 1o single-

stranded DNA,

Primosome

L
Polymerase 3
core cumplcxus

S5B tetramer

RNA
primer

{b) As helicase unwinds the DNA template, primase synihesizes an RNA primer.
The lagging-strand polymerase completes an Okazaki ragment.

(e} When the lagging-sirand polymerase encouniers the preceding Okazaki fragment,
it releases the lagging strand.

(d} The lagging-strand polymerase binds 10 a newly synthesized primer and begins
synihesizing another Okazaki fragment,




DNA Polimerase I/ Ligase
Requerida para ligar fragmentos
Okazaki

* DNA polimerase I tem atividade exonu-
clease 5° —»3' que remove primer de RNA.

+ Também tem atividade DNA polimerase de
5 — 3' para preencher espagos. (atividade
de prova de leitura de exonuclease 3' —
5)

+ Ligase conecta-se a terminais soltos. Usa
NAD+ em uma reacdo de transferéncia de
grupos fosforilas, ndo ha reagdo de redox



(a) Completion of Okazaki fragment synthesis leaves a nick
between the Okazaki fragment and the preceding RNA
primer on the lagging strand.

Okazaki fragment

RNA primer

{b) DNA polymerase I extends the Okazaki fragment while
its 3'— 3" exonuclease activity removes the RNA
primer. This process, called nick translation, results In
movement of the nick along the lagging strand.

5'— 3’ polymerization

-‘qf

'O
o 2

5'— 3’ exonuclease
DMNA

polvmerase |

(c) DNA polymerase I dissociates after extending the
Okazaki fragment 10-12 nucleotides. DNA ligase
binds to the nick.

Nick

DNA ligase

{d) DNA ligase catalyzes formation of a phosphodiester
linkage, which seals the nick, creating a continuous

lagging strand. The enzyme then dissociates from the
DNA.

Closed nick
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A) Remocdo dos RNA iniciadores através da atividade exonucledsica
(5" — 3") da DNA polimerase I

B) Envolvimento do NAD* e ATP no mecanismo da DNA ligase



Término da Replicagdo

- Terminagdo ocorre na regido fer do
cromossomo de E. coli.

+ Regido ter rica em G6s e Ts, sinaliza o
fim da replicagdo.

- Substancia de utilizacdo de terminagdo
(Tus) liga-se a regido fter.

* Tus previne forquilha de replicagdo
atravées da inibigdo da atividade de
helicase.
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cromossomo em dois
agregados com
orientacoes diferentes

b) Circulos catenados
(interligados
topologicamente,
somente separados pela
acdo das topoisomerases

Counter-
clockwise Clotgk\lzlse
fork or

Completion
of replication

chromosomes

|
| DNA topoisomerase IV
|

INYINYINYINYINYINY)
Separated
chromosomes




Replicacdo de DNA em
Eucariotos

* Ocorre similarmente ao que ocorre em
procariotos.

+ Mdltiplas origens da replicagdo (sequéncia
de replicagdo autonoma -ARS)

+ Replicagdo é mais lenta que em
procariotos.

+ 5 diferentes DNA polimerases em
Eucariotos.



DNA Polimerases
Eucariotica

» Alpha (a) - sintese de Primer e reparo do
DNA

Beta (p) - repara o DNA

*+ Gamma (y) - replicagdo de DNA
Mitocondrial

- Delta (@) - Leva e sintetiza fita
atrasada, e repara o DNA

+ Epsilon (¢) - Repara e preenche os

espagos em fitas atrasadas.



- Proteina Trimérica
- Deslizamento da estrutu-

PCNA anadlogas a subunidade-p
da DNA polimerase de E. coli

+ Proliferacdo de antigeno
nuclear celular

ra grampo liga-se ao no-
vo filamento de DNA
sintetizado




Reparo do DNA

* Uma diferenga fundamental do RNA, protei-
na, lipideo, etc.

+ Em todos estes outros pode ocorrer
substituicdo, mas DNA deve ser preservado

+ Células requerem um meio p/ reparar perdas,
bases alteradas ou incorretas,
protuberancias devido a insergdo ou delegdo,
dimeros de pirimidina induzidos por UV,
quebras de fitas ou crosslinks (lig. cruzada)

+ 2 mecanismos principais: metodos p/ danos
quimicos reverssiveis e reparo de excisado.
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following replication,
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the new strand is

methylated and the

two strands can no

longer be distinguished.
3¢

5

Types of DNA Repair Systems in E. coli

Enzymes /proteins Type of damage

Mismatch repair
Dam methylase Mismatches
MutH, MutL, MutS proteins
DNA helicase I
SSB
DNA polymerase IlI
Exonuclease |
Exonuclease V| Despar'eamer”'o
RecJ nuclease
Exonuclease X
DNA ligase
Base-excision repair
DNA glycosylases Abnormal bases (uracil, hypoxanthine,

xanthine); alkylated bases; pyrimidine
dimers in some other organisms

AP endonucleases

DNA polymerase |

DNA ligase
Nucleotide-excision repair

ABC excinuclease DNA lesions that cause large structural
changes (e.g., pyrimidine dimers)

DNA polymerase |

DNA ligase

Direct repair
DNA photolyases Pyrimidine dimers
0°-Methylguanine- 0°-Methylguanine

DNA methyltransferase

Despareamento - DNA velho
¢ marcado por metilagdo
(Dam metilase) para ser
distinguido do novo. Dam
metila o DNA na posigdo N°
de todas as adeninas que

ocorrem has sequéncias
(5")GATC



Reparo por excisdo de base

‘DNA glicosilase reconhece uma base
lesada e cliva entre a base e o esqueleto
da desoxirribose

‘Uma AP endonuclease cliva o esqueleto
fosfodiester perto do sitio AP (sitio
apurinico ou apirimidinico no DNA)

‘DNA polimerase I inicia o reparo
sintetizando a partir da extremidade
3" OH do corte, removendo uma porgado
da fita lesada(atividade nucledsica 5" —
37) e substituindoor DNA nao lesado

*DNA ligase faz a ligagao

5
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(a) glycosylase I damaged hase
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DNA NTPs
(e) poly m'?‘ ase |, deoxyribose phosphate + dNMPs

New DNA Nu:k
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(d) DNA

ligase

r
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Mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos na E. coli e
humanos

DNA lesion
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Excinuclease cliva, Helicase ajuda na remogdo, DNA polimerase preenche
a lacuna e DNA ligase sela o corte remanescente



DINA photilyase

Thymine
dimer

Reparo de Dimeros
de Timina induzidos
por UV

I | \ | E 1'ﬂL The photolyase recognizes and
TN \ G N\ = G hinds i 1.“':!!" thymine di mer.
Sugar NQ c=o Sugar N, H c=o0 "
C—C \C—C
H CH, CH, Visible light
Phosphate 0O H uv Phosphate
|| | — O H
o ~
C—N C—IN
s N “c—o s N Sc=o0
ugar——— e ugar——— —
Y, Ne o Vi N’
I_,,-‘ /C— ~— C—-C__\\\
H CH; | CHj
' H
Cyclobutyl ring

In the presence of visible
light. the enzyme cutalyres
chemical cleavage of the
dimer. therchy resioring
pormat base pairing and
repairing the DN A,




Via de excisdo-
reparo geral

-Sistemas de reparo por
excisdo procuram DNAs
duplex p/ bases
incorretamente pareada, faz
a excisdo da regido pareada
erroneamente e a repoe

Site of damage
3!

Excision-repair enzymes
detect damaged DNAL An
endonuclease nicks the DINA
Fackbone on both sides of the

damage.

removes the damaged DNA,

A helicase or exonuclease
leaving @ gap.

wap
5 *

l The remaining nick is

J DNA polymerase Tills the

sedled by DINA ligase,

3 5
VOOODHOOOK,
5 '



Uracil produced hy
deamination of cylosine

Reparo de danos
resultantes da |
desaminagdo da citosina :;

Uracil is recognized by
uracil N-glveosylase, which
hydrolyzes the N-glycosidic

hond. yielding an Al site.

AP sie

Desaminacdo de citosina a uracil é
um das formas mais comuns de
danos ao DNA

DNA glicosilases cliva bases nas
ligagoes N-glicosidicas, deixando
esqueleto de aglcar-fosfato.

Endonuclease identifica base au-
sente e aglcar fosfato.

O espaco entdo é preenchido pela
DNA polimerase e ligase.

An endonuclease recognizes
the AP site, cleaves the sugar-
phosphate backbone, and
removes the deoxyribose
phosphate.

nucleotide gap is filled
by DNA polymerase L
and the nick 1s sealed

‘ The resulting single-
by DNA ligase.
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