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Ciclo celular

)
Mitose /Inicio do ciclo Fases:
J-f";‘ '\ggf” ) G1 - Crescimento celular

\

) & R — Ponto de restrigcao
(decide-se se o ciclo continua)

O S — Replicacao
< G2 - Preparacao da divisdo

\ M — Mitose (divisao celular)

Replicagdo



Fase S

No inicio da fase S cada cromossoma é uma dupla hélice
de DNA

No fim da fase S cada cromossoma contém duas duplas
hélices (cromatideos) de DNA, unidas pelo centrémero

Procariotas — cerca de 40 minutos

Eucariotas — Pode durar 3 minutos a 8 horas
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Depende do n° de
origens de replicacao



Meselson e Stahl (1958)
Demonstrou que o processo de replicacao € semiconservativo
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A replicacao do DNA é um processo semi-conservativo
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Cadeia 1 =3




A replicacao do DNA é um processo bidirecional

Origem de replicacao
(2 forquilhas de replicacao)

Sentido do
movimento

Sentido do
movimento

-
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5! X 3!

3’ 5’
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\./




Procariotas

DNA circular — Sé tém uma origem de replicacao (Ori)

Contém apenas uma unidade de replicagdo = REPLICAO



Eucariotas

DNA linear e maior — Varias origem de replicacao

Véarios REPLICOES (100-200 Kb)

Fase S dura cerca de 6 horas nas células somaticas
(no Homem, aprox. 13,2 bilides de nt)



Replicao

Unidade de DNA em que ocorre um evento de replicacao
Contém uma origem e um término

Ativado uma unica vez em cada ciclo celular

Nos eucariotas, sao também ativados uma unica vez mas
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DNA polimerase

Procariotas
DNA polimerase | — reparacao e “remendo”

DNA polimerase Il - reparacao

DNA polimerase Il - POLIMERIZACAO
DNA polimerase IV — reparacao

DNA polimerase V - reparacao

Requer y oo
Molde (DNAds) 7 \[-/_;-\), |
dNTPs e .y N
Primers (RNA) Dy



DNA polimerase llI

Subunidades com diferentes fung¢oes:

a — DNA polimerase

e — 3’—=5’ exonuclease

t — estimula a 3’—=5"exonuclease

g — liga ATP

d — desconhecida

d’ — estimula a ligacao do “clamp”(b)
« — interage com SSB para remover a
primase

y — desconhecida

“sliding clamp” (b) — mantém a polimerase ligada ao DNA e
dissocia os primers de RNA



TUdO menos a Catalytic core of DNA polymerase I
subunidade b

Two [j-subunit
monomers

Dimer of the [J-subunit forms
a sliding ring around the DNA molecule




Adicao sucessiva de nucleoétidos na direcao 5’—3’ para
formar AMBAS as cadeias

‘_/ /""\ = K
, [ Cadeia “leader”
25 copiada de forma continua
T B\
Co Cadeia “lagging”ou atrasada!
rophospha .rd A0S copiada de forma descontinua

Fragmentos de Okazaki



fragments

— NBW'Y
synthesized DNA

lagging

/chlicalion fork
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Direclion of Fork Movement

- \ leading

strand . ’
3'  Fita continua

HEUDUNOANAND a
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Fragmento de
Okazaki



Outras enzimas necessarias a replicacao

Girase (topoisomerase Il) — evita o super enrolamento
hidrolisando as 2 cadeias com imediata reconstituicao
apos rotacao das cadeias

Primase— sintetiza uma cadeia iniciadora de RNA
(primer) necessaria a atividade da DNA polimerase:
RNA Iniciador!

Helicase — Impede a renaturacao do DNA
DNA polimerase | - Remove os primers de RNA

DNA ligase — Junta os fragmentos de Okazaki, usa NAD
+ como cofator



Primase sintetiza o primer de RNA

Assembly of the Primosome ¥ o d/ )
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Primossoma: primase + helicase .




DNA Polimerase

p 4 “! "‘

DNA Original

e

Topoisomerase

! Fragmento :
Cadeia atrasada e gkazaki RNA Primase .__,,‘ - ’
iniciador Helicase -2 a ' h ‘l )
') 4 B |

Cadeia lider

Processo de replicagao de DNA. llustracdo: Designua / Shutterstock.com [adaptado]



Iniciacao

1. Reconhecimento de cada origem de replicagcao
» QOrigem de replicacao

+ Definida por sequéncias consenso com cerca de 11 pb
(ARS - “autonomous replicating sequences”) rodeadas em ambos
os lados por Adenina e Timina

1 13 17 29 32 44

GATCTNTTTATTTHGATCTNTTNTATT HGATCTCTTATTAGH
"|ICTAGANAAATAAA HCTAGANAANATAA HCTAGAGAATAATC
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2. Desnaturacao localizada da molécula de DNA

Movimento da
forguilha de
replicacio

continua

_ Helicase

_p Proteinas de higagdo
/a0 DNAfita simples

e Fila
descontinua

ufsm.br

FATORES DE INICIACAO

DnaA
desnatura o DNA (ATP)

DnaB (helicase)
Impede a renaturacao

DnaC

complexa com DnaB

(necessario para a sua ligagao ao
DNA)

SSB

(single-strand binding protein)
estabiliza as cadeias de
DNA



replication origin

, parental DNA helix

initiator proteins

DNA helicase bound
to helicase inhibitor &) ﬂ

— “

DNA polymerase
begins leading
strand of fork 1

RNA
primer

| J
AT-rich sequence

BINDING OF INITIATOR
PROTEIN TO
REPLICATION ORIGIN

BINDING OF DNA
HELICASE TO
INITIATOR PROTEIN

LOADING OF HELICASE
ONTO DNA STRAND

HELICASE OPENS HELIX
AND BINDS PRIMASE

TO FORM PRIMOSOME

RNA PRIMER SYNTHESIS
ENABLES DNA
POLYMERASE TO START
FIRST DNA CHAIN

INITIATION OF THREE
ADDITIONAL DNA CHAINS
AND FORMATION

OF REPLICATION FORKS

TWO REPLICATION FORKS
MOVING IN OPPOSITE DIRECTIONS



REPLISSOMA: primossoma + 2 DNA Pol lli

leading-strand newly synthesized
template strand

-

parental

DNA helix
OOV

lagging-strand template

| newly synthesized
new Okazaki fragment strand

newly synthesized
Ieafiing strand

newly parental
synthesized El\:A
lagging SR

strand




Mecanismo de acao da DNA Polimerase

(0]
O P=0
bCH_O A| 5 end
w Growing
O grupo 3’0OH da cadeia em chain
formacao forma uma ligacao
covalente com o grupo fosfato do
novo dNTP
.i-a' 2" V
A DNA pOIimerase 56 pOde free 3-OHC_ > OH| H DNA polymerase
adicionar nucleotidos ao terminal o[ 10 ©
3’ O P OPOPO
O o L5

Entering
, T
d Ry

OH H

Liberta-se PPi (energia)



A DNA polimerase corrige 0os seus proprios erros
(revisao; proofreading)

DNA polymerase
\, template

" 5 DNA strand Atividade 5’—3’ polimerase
3'%252{&%5

Atividade 3’—=5’ exonuclease
IPOLYMERASE ADDS AN
INCORRECT NUCLEQOTIDE

3
11 R
3 5
IMISPAIRED NUCLEOTIDE A necessidade de corrigir
REMOVED BY 3~ 5 PROOFREADING .
erros explica porque

LT motivo a

\CORRECTLY PAIRED 3’ END ALLOWS sintese deve ser sempre
ADDITION OF NEXT NUCLEOTIDE - ~ ; ,
, : na direcao 5’—3
5 o.-;o!n‘oln¥o‘ 3
A BA A

\SYNTHESIS CONTINUES IN
THE 5'~ 3’ DIRECTION



A DNA polimerase tem regioes diferentes para a
polimerizacao (P) e edicao (E) do DNA em formacgao

incoming
deoxyribonucleoside
triphosphate

>

“thumb*”
template

strand LI

strand

t'emplate
strand

fingers primer
strand

“palm” POLYMERIZING EDITING



Elongacao e Terminacao

Sintese de fragmentos
iniciadores de RNA (50-100

nt)

Sintese das cadeias de DNA
a partir do 3’0OH do ultimo
residuo do RNA

Eliminacao dos fragmentos
de RNA e substituicao por
DNA

Ligacao dos fragmentos

1. Primase synthesizes short RNA oligonucleotides (primer)
copied from DNA.

5’
L 5' AN\
3 el N . .
p 5" "RNA primer
N 3’

2. DNA polymerase lll elongates RNA primers with new DNA

ATAS 3
é" | < s >
js‘ New DNA Okazaki fragment

3. DNA polymerase | removes RNA at 5° end of neighboring
fragment and fills gap.

_/\'r ::t‘ g

5

. -

4. DNA ligase connects adjacent fragments.
. .
/ N ’
il Ligation




Fragmentos de Okazaki

RNA new RNA primer synthesis
orimer DY DNA primase
Ei_af 3*5; 3‘
Iy DNA polymerase adds to new
| I -
;?j-‘.y RNA primer to start new
template ¥ Okazaki fragment

5

g:— I A

r

3’ e— 53— 5 -

DNA polymerase finishes
DNA fragment

3?

old RNA primer erased
and replaced by DNA

I

5!

nick sealing by DNA ligase
joins new Okazaki fragment

1 to the growing chain
3 —— 5

31

Extensao 5’—3’ nos fragmentos
é feita pela DNA Polimerase |

Atividade exonuclease 5’—3’
remove o iniciador de RNA

DNA ligase liga-se ao espaco
por completar e procede a
ligacao dos fragmentos



Replicacao em eucariotas

Processo muito mais complexo:
Varias origens de replicagao
Tempo adequado a divisao celular
Muito mais proteinas e enzimas envolvidas

Complexo de pré replicacao (Pré-RC)

1. Proteina ORC: complexo de reconhecimento de origem

2. Proteina RAP: proteina ativadora da replicacao

3. RLFs: fatores libertadores da replicacao



4. Pré-RC + proteinas + proteina quinases

Exemplo:

Ciclinas + proteina quinases dependentes de ciclina (CDK)

l

v Ativam a replicacao
v Fosforilam os componentes do pré-RC (dissociam)
v Bloqueiam a formacao de novo pré-RC



DNA polimerase

Eucariotas
DNA polimerase a — polimerizacao...

DNA polimerase b - reparacao

DNA polimerase d - POLIMERIZACAO

DNA polimerase e — ?7?

DNA polimerase g — replicacao mitocondrial

(...)

Requer

Molde (DNAds) -
dNTPs Nem todas sao

Mg2* exonucleases
Primers (RNA)



Eucariotas: fase final da Replicacao

DNA linear:
A remocao do RNA iniciador parece conduzira um
encurtamento da cadeia de DNA formada relativamente a

cadeia inicial

parentd’ 3
duughterg RNA 5
RNA primer removal
parentd’ * 3
dnughter3. 5

Como evitar ?



Teldmeros: evitam a erosao da molécula

- —— template strand \

5] [ W W W .3
3’—:-] 5’
[mee——
incomplete newly RNA
l synthesized primer
lagging strand /
5| I I I I A I |
3’ I N 5 telomerase adds
additional repeats to
l the template strand

5 N N N I I (< 4
3 G v

DNA synthesis from RNA primer
l DNA REPAIR completes lagging strand

5 [T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 717 1T 1T 1T 717133
3’ I T T T T T T v
replicated chromosome end

Telomerase — cataliza a adicao de repeticoes da
sequéncia final do cromossoma, usando o RNA
como molde (transcricao reversa)



Telomerase




Telomerase

Em adultos

Ativa em algumas células de tecidos de
crescimento rapido

(celulas sanguineas, lumen intestinal, aparelho reprodutor, etc)

Inativa nos restantes tecidos

Perda de informacao genetica
Envelhecimento
Cancro



Mutacoes e reparacao do DNA



DNA
- Corretamente copiado
- Informacao mantida
- Reparado — UNICA molécula reparada na célula!

Manutencao rigorosa da informacao geneética

N

Sobrevivéncia das espécies

Replicacao Reparacao
Semiconservativa Correcao rapida de
Bidireccional alteracoOes acidentais na
Semidescontinua sequéncia do DNA

Muito rigorosa!!!



Replicacao

DNA Polimerase
Adicao de nucleoétidos (ANTPs)

Selecao geomeétrica — pares (A/T, C/G); pares incorretos
nao se ajustam ao local ativo

Alteracoes conformacionais — pares incorretos nao
favorecem as alteragcbes conformacionais do local ativo

(10000 x mais lentas)

ERROS POSSIVEIS:
1/10°-101° emparelhamentos de bases
INACEITAVEL!



Mecanismo de proofreading

Adicao de base incorreta forca a passagem da extremidade da
cadeia em formacao para o local de edicao

(funcao 3'— 5 exonuclease)

DNA polimerase

Fragmento de Klenow
Polimerizacao
Revisao

(3’— S’exonuclease)

Klemew Iragreent home.inje.ac.kr

Fragmento de reparacao
(5°— 3°)



Insercao de base errada — ERRO é detetado por

x

~—

DISTORCAO na molécula e

Exemplo:
Procariotas (E.coli)

mercuryexposure.org

Cada sequéncia GATC tem a adenina METILADA

'

REPARACAO “methyl-directed mismatch”



Milhares de alteracoes aleatorias por dia!!!

v Espontaneas

v Calor

v" Acidentes metabolicos
v Radiacoes

v' Substancias ambientais

<1/1000 alteracdes acidentais resulta em MUTACAO
permanente; o efeito depende da sua localizacao!

y
[) \

)

Grande investimento celular
em mecanismos de reparacao



Alteracoes espontaneas mais comuns responsaveis por

danos no DNA

Depurinacao (perda de A e G, por hidrélise espontanea)

Depiridiminacao (menos frequente)

Desaminacao

(A)
DEPURINATION

(B)
DEAMINATION

GUANINE

O

g 9

I
O ll’—O-—CH
o 0

CYTOSINE

H. H
~N
H
)
Ao

DNA strand

depurinated

J) sugar
o-s}—o—cm e
o |?O>|
URACIL
pie
N
L{> H N’L"o
O=P—0—CH,
) 0
DNA strand



Desaminacao - ligagio glicosidica relativamente instavel

Remocao de grupos amina das bases C,Ge A
A timina nao possui grupos aminal

NHz

Particularmente frequente

= Reparacio (no DNA nio existe U mas T)

NH., ; B

Guanine



Dimerizacao (ligacio covalente entre timinas adjacentes)

Modificacao induzida pela radiacao UV

l
0 0
—O—’:=o -O—P|=O
O - (@)
O 8
fic.. 0 R N HC 20
N/ \( =0 O\ H
~Ce— " >(f—N\
B A Scw, UV light > N —©
Nt | th mine > 3 | = ( w—
O-P=0 ymi O-P=0 O 51
| [ C =] CH,
0 0 < \}\(_"—-——O

0
| thymine |



,
Substituicoes

Outras alteracoes espontaneas < Adigdes

\Eliminagées

( Transicoes

(Par purina-pirimidina/outro par purina-pirimidina

.. | Ex:6C —>AT)
Substituigées <

Transversoes
(par purina-pirimidinal/par pirimidina-purina
\ Ex.: GC = TA)

Deslizamento relativo da polimerase — delecoes



Agentes mutagénicos analogos as bases

A O s
. 5-Bromouracil _C\fﬁ’ Utilizado como agente
[\ né nH o mutageénico experimental e
N
o N—C, no tratamento de neoplasmas
H O

T|m|na 1

Emparelha com ADENINA MAS... esta converte-se na sua forma
enodlica e ionizada que depois ira emparelhar com GUANINA.
Forma-se uma TRANSICAO G-C — A-T

— N
/-'Cx\ e -

/E HI —p Origina uma TRANSICAO A-T — G-C

HN =N



Agentes alquilantes

Di-(2-chloroethyt Jsulfide (Sulfur mustard) CHCH, —CH, —5 —CH, —CH, —CI

Di-{2-chloroethw Jmethylamine CH;

- |
(Nitrogen mustard) CHCH, —CH, —N—CH, —CH, —Cl

Ethwimethane sulfonate (EMS) CHy;—CH, —0—50, —CH,
nitrosoguanidine" O
Nao se incorporam na cadeia de DNA o o et L
Transferem grupos enol ou metilo para varias .
posicoes das 4 bases l'!f?’n
e saoncs PN T

Grupos removidos podem ser transferidos para aminoacidos
da enzima,inativando-a

N\

Saturacao do sistema de reparacao
quando ocorre elevada taxa de alquilacao



Agentes intercalantes

Proflavina ou diaminoacridina
CH Desinfectante bacteriostatico
,,;.L\@ contra a maioria das bactérias
Gram (+)

H
2,8,-Diamino acridine e P~ ,g\:\ AC &
(Proflavin)

e
H

N ~ . . g
f H [ /L Laranja de acridina
~ .~~~ .~ Corante cationico fluorescente usado
| em estudos celulares

Podem introduzir-se entre 2 bases na cadeia de DNA
Provocam adicao ou delecao de um nucleétido



Se as alteragdes NAO forem corrigidas podem resultar
em mutacao

deaminated C

mutated

old strand

|

A T
|Al G T A

T u

changed to an A

oA

vNd

(A)

new strand

NOILVIId3

old strand
unchanged

Alteracao do nucleétido

mutated

pair has been
deleted

new strand

old strand
unchanged

Perda do nucledétido



Resultados de mutacoes pontuais

Wildtype mRNA 5 GCU GGA GCA CCA GGA CAA GAU GGA 3

D e . Ty R S i S I ¥

Wildtype polypeptide N Ala Gly Ala Pro Gly Gin Asp Gly C

GCU GGA GCC CCA GGA CAA GAU GGA
Ala Gly Ala Pro Gly Gin Asp Gly

Silent mutation

GCU GGA GCA CCA AGA CAA GAU GGA

Missense mutation
: Ala Gly Ala Pro Arg Gln A‘:p Gly

GCU GGA GCA CCA GGA UAA GAU GGA
Ala Gly Ala Pro Gly Stop

Nonsense mutation

¥ -~
GCU GGA GCC ACC AGG ACA AGA UGG A Adicao
Ala Gly Ala Thr Arg Thr Arg Trp

Frameshift mutation




Mecanismos de reparacao

A reparacao de uma cadeia, apos
remocao da parte alterada, faz-se a
partir da cadeia complementar

Reversao de dano (1 etapa enzimatica)

Excisao de DNA danificado

_ - Excisao de base
Mecanismos de reparacao

Excisao de nucledétido

Reparacao de erros de emparelhamento
(mismatch repair)

Cada célula possui multiplos sistemas, usando diferentes enzimas, e
adequados a diferentes tipos de danos



E quando o dano afeta as 2 cadeias de DNA?

Radiacao ionizante

Agentes oxidantes

Erros de replicacao

Certos produtos metabdlicos

Nao se pode usar uma cadeia para reparar a
complementar!!!



E quando o dano afeta as 2 cadeias de DNA?

A reparacao pode conduzir ao encurtamento da molécula
de DNA

r
Juncao de extremidades nao homologas

{ Recombinagio
Recorre-se ao cromossoma homaélogo,
. utilizando proteinas de recombinacao especificas




Juncao de extremidades nao homologas

Duas extremidades que nao
deveriam estar juntas sao
unidas, com remocao da

n ~ L ] L ] P t i k.
regido danificada i End-binding by
l KU80 and KU70 protein complex

Perda de 1 ou mais nucleoétidos A
no local de uniao - MUTACAO lT“mmmgo ends

Double-strand break
B N

\l
AN AN

Solucao de emergéncia r’nas isiingofendsligaiisn}
bastante usado em mamiferos v
(pouco DNA codifica proteinas)




Recombinacao

RECOMBINACAO HOMOLOGA - Troca genética entre
2 sequéncias homologas de DNA, geralmente
localizadas em 2 copias do mesmo cromossoma

Causa de variabilidade genética
(associada ao processo de meiose)

ou
Mecanismo de reparacao



RECOMBINACAO HOMOLOGA

@ B

ﬁg
S

S © S

two homologous DNA double helices DNA molecules that have crossed over

- 2 moléculas com regides muito similares

- Pode ocorrer crossing-over se a dupla cadeia de DNA
quebrar

- O local de crossing-over pode ser qualquer um desde que
haja homologia

- Nao ha troca de nucleodtidos



