INTRODUCAO A BIOLOGIA
MOLECULAR

DNA




NOS SERES HUMANOS

S NOcLeo DNA

v

CELULA CROMOSSOMAS  _Informacdo das proteinas e
(DNA+PROTEINAS)  RNAs que serao sintetizadas
pelas células do organismo ao
longo da sua vida.
-Capacidade de se auto-duplicar
para originar outras células.

ORGANISMO
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HISTORICO

1865 - GREGOR MENDEL

Estudou cruzamento entre
diferentes tipos de ervilhas
demonstrando que certas
caracteristicas fisicas dessas
plantas eram transmitidas de
geracao para geracao atraves
de “fatores”.
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http://www.acad.swarthmore.edu/bio5/tong/Gene Basics/Gregor Mendel.gif

HISTORICO

1902 - SUTTON e BOVERI

Padrao de heranca dos “factores”
acompanhava a segregacao dos
cromossomas de celulas em divisao

1909 - JOHANNSEN

Nomeou as unidades mendelianas
da hereditariedade (“factores’) de
GENES
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HISTORICO

1915 - THOMAS MORGAN

Concluiu que o0s genes estavam organizados de
maneira linear nos cromossomas

Propads, pela 12 vez, uma correlacao entre um gene
(genotipo) e uma caracteristica fisica (fenotipo)

1941 - BEADLE e TATUM

Demonstraram que 0S genes agiam atraves -da
regulacao de diferentes eventos quimicos

HIPOTESE: UM GENE — UMA ENZIMA



HISTORICO

1953 - JAMES WATSON e FRANCIS CRICK

Descricao da estrutura fisica do DNA baseando-
se nos estudos de difracao de raio X de
Rosalind Franklin e Maurice Wilkins e em
estudos quimicos da molécula

Modelo da dupla fita proposto fol fundamental
para a compreensao do mecanismo de
transmissao e execucgédo da informacao genética



«1953:'Watson and Crick

Estrutura do DNA




HISTORICO

1955 - JOE HIN TJIO

Definiu como 46 o numero exato

de cromossomas humanos

ARTHUR KORNBERG

Isolou a enzima DNA polimerase da bacteéria E.coli



HISTORICO

1957 - CRICK e GAMOV

DNA

20000008

mRNA Transcription

JdprB

Dogma Central da Biologia
Molecular

o\

/ rature MANA

mRNA transported to o: Protein
v PROTEIN
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DNA=— RNA —PROTEINA
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HISTORICO

« 1961 - BRENNER, JACOB e MESELSON

« MRNA ¢é a molécula que leva informacéo do DNA
no nucleo para a maquinaria de producao-de
proteinas no citoplasma



HISTORICO

1966 — NIRENBERG,
KHORANA e OCHOA

Sequéncias sucessivas de
trés nucleotideos do DNA
(codao) determinam a
sequéncia de aminoacidos
de uma proteina

O CODIGO GENETICO E

DESVENDADO!!!
Tyr
tRMA |
C D G O
! &f
U Cc A anticodon AUG
.{'"- |G U Cﬂdﬂl’l ll.l .iﬂ I:I: mRNA 3|
2nd base in codon
Phe | Ser Tyr Cys U
LJ | Phe | Ser | Tyr | Cys C W
5 Leu | Ser | sToP |sToP | A a8
b4 Leu | Ser | STOP | Trp G o
o Leu | Pro His Ary U s
£ C Leu | Pro His Arg C 5
u Leu | Pro Gln Arg A 0
E Ley | Pro Gln Ary ] 3
+ lle Thr Asn Ser U S
— A lle Thre | Asn Ser C
lle Thr | Lys Ary A
Met | Thr | Lys Arg G
Val Ala | Asp Gly U
G Val Ala | Asp Gly C
Val | Mla | Glu | Gly A
Val Ala Glu Gly &



http://www.accessexcellence.org/AB/GG/genetic.gif

Com o desenvolvimento da techologia do DNA
recombinante (1972).e do sequenciamento do
DNA (1975-77) tornou-se possivel isolar e
determinar a sequéncia de genes dos mais
diferentes organismos.

Desta forma, com a disponibilidade de novos
recursos, varios mecanismos biologicos,
como areplicacao do DNA e a divisao celular,
comecaram a ser intensamente estudados.



A CELULA

l 1. Regulacéo transcricio

2. Regulacéo no
processamento do
RNA primario

HNRNA

RETICULO
ENDOPLASMATICO
RUGOSO

3. Regulacéo no
transporte do
MRNA para o
citoplasma

4, Regula¢do da
sintese proteica

5. Regulacdo
pos-sintese

Proteina
sintetizada

- DIFERENCIACAO

- CRESCIMENTO

- FUNCAO CELULAR

- RESPOSTA AO
AMBIENTE






DNA




ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO
(DNA)

Contem toda a informacao genética de um organismo

Esta informacé&o esta arranjada em unidades
hoje conhecidas como genes
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ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

As moléeculas de DNA e RNA sao compostas por
guatro diferentes nucleotideos:

 Adenina, Guanina e Citosina — comum para
DNA e RNA

* Timina — encontrada somente no DNA

 Uracilo — encontrada somente no RNA



ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

Todos os nucleotideos apresentam uma
estrutura em comum:

radical fosfato
to base {purine

in deoxyribonucleotides pentose

in ribonucleotides



ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

As bases nitrogenadas podem ser divididas em
dois grupos de acordo com sua estrutura:

PUHINES FYRIMIDINES
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ESTRUTURA DOS
ACIDOS NUCLEICOS

O grupo hidroxil ligado ao
carbono 3 da pentose de um
nucleotideo forma uma ligacao
fosfodiester com o fosfato do
outro nucleotideo

‘/8 € e | TS 5 CIAG 3
HO / / Pa

3’ end




DNA

* Duas fitas de polinucleotideos associadas formando uma
estrutura de dupla hélice onde as pentoses e 0s radicais
fosfato compde a fita e as bases projetam-se para o interior
da mesma

* As fitas mantém-se unidas atraves da formacao de pontes
de hidrogénio entre as bases o0 que contribui para a
estabilidade da dupla helice

. Adenina (A) pareia com Timina (T) atraves de 2
pontes de hidrogénio

. Guanina (G) pareia com Citosina (C) através de 3
pontes de hidrogénio



ADENINE

THYMINE
H_

ADENINE /5 CH_ THYMINI




ESTRUTURA DO DNA

1) Estrutura priméria - E um polimero n&do ramificado
- Formado por monémeros chamados de nucleotideos
- Cada nucleotideo contém os seguintes elementos:

NUCLEOTIDEO

(?) N 1 Base organica nitrogenada
Phosphate o (Por que contém nitrogénio na sua formagao)

group

1 Acucar chamado
DESOXIRRIBOSE
Possui 5 Carbonos na

sua molécula

1 grupo fosfato (PO,)

As Bases Nitrogenadas podem ser de dois tipos:

PURICAS PIRIMIDICAS

H H
7, C /N 7 C
N N N\ N NeH
| | CH | ||
HC C / HC CH
NIV NI



ESTRUTURA QUIMICA DA MOLECULA DO DNA

Base
Nitrogenada

_______________

Base
Nitrogenada

Como aligacao
entre uma desoxirribose
e outra desoxirribose
sO pode ser feita
guando um grupo
fosfato liga-se no
Carbono 5’do

primeiro agucar e
no Carbono 3’do

segundo acucar dizemos
gue a molécula
de DNA “cresce em
direcao 5’— 3’




Antiparalelismo

As fitas do DNA
estao dispostas

em direcoes
opostas

( enine



Complementariedade

Cada base de uma fita € pareada com a base complementar da outra fita

I
N

I:‘ TR
%
W

.“il. : ’,-'"’l. ‘
l— Cytosine Guanine

|
—O0-P=0
3'end

Copyright @ 1897 Wiley-Liss, Inc.



Complementariedade

Fita velha

Durante a replicacao
do DNA as duas

servem de molde para
cada
complementar, que
esta sendo
sintetizada.




A Dupla Hélice

Fatores que estabilizam a dupla hélice:

e interacoes hidrofobicas
e forcas de van der Walls
e pontes de hidrogénio

Entre as bases
nitrogenadas

ntersctes ericom) _ Enre os grupos

catioes (Mg?")
presentes na solugao
fisiologica



A Dupla Hélice

A dupla hélice apresenta dois )y
tipos de sulcos aos quais se A
' 1 romatin
ligam as proteinas da cromatina o

Sulco menor

3.4 nm

Sulco maior

-—




Proteinas:niveis de complexidade estrutural

—

primary structure
(amino acid sequence)

e

tertiary structure
~ (folded individual peptide)

’9'3’
igalP

secondary structure
(a-helix)

quaternary structure
—— (aggregation of two or more peptides)




DNA em procariontes: DNA circular nas formas nao-super-
helicoidal (esquerda) e super-helicoidal (direita)




A Dupla Hélice

O B-DNA € o predominante em condicoes fisiologicas



A Dupla Hélice

A forma predominante de torcao da espiral do DNA &
para a direita ou sentido horario

.‘~.--.' .Al
. [

Left-handed

Right-handed



Propriedades Quimicas e Fisicas do DNA

Dupla hélice Desenrolamento Separacio Reconstituicao

nativa das litas das fitas da dupla hélice

Calon Mais calor Resfriamento

Desnaturacao Renaturacao




REPLICACAO DO DNA

v Conservativa ou Semiconservativa?

v Unidirecional ou Bidirecional?



REPLICACAO
SEMICONSERVATIVA

Evidéncia baseada em um.experimento classico de
Meselson-Stahl em 1958

* Celulas de E. coli foram inicialmente colocadas em um
meio para crescimento contendo sais de amdnia preparados
com N (nitrogénio pesado - “heavy”) até todo o DNA
celular conter o isotopo.

« As celulas foram, entédo, transferidas para um..meio
contendo 4N (nitrogénio leve — “light”).

« As amostras foram analisadas com gradiente de densidade
gue separa as duplas H-H, L-L e'H-L em bandas distintas.
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*The Meselson-Stahl experiment

Semiconservative replication ¢y

Original DNA
Helix

DNA helixes
after one round
of replication




ORIGEM DA REPLICACAO

Experimento com SV40 (Simian Virus)

* DNA viral de celulas infectadas com SV40 foi
cortado com a enzima de restricao EcoRIl, que
reconhece um sitio Unico.

* A partir de um “ponto” vai se formando uma bolha
chamada bolha de replicacdo comprovando a
existéncia de um ponto de origem da replicacao

Caracteristicas da origem de replicacao:
. estrutura repetitiva

. sequéncias-ricas em AT



ORIGEM DA REPLICACAO

ORIGEM Sitio de restrigao
@ EcoRl

Cromossoma viral §_<I-l>

circular
ﬂ EcoRI
Bolha de
replicagcao

— 3 — —



ORIGEM DA REPLICACAOQO
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REPLICACAO
BIDIRECIONAL

Uma experéncia atraves da autoradiografia
de moléculas de DNA marcadas de culturas
de células mamarias revelou grupos de
replicons (unidades de replicacao) com um
ponto de origem de replicacao central

000000 I S © © © © 0006 2 000000000000006  e00eeeee




Sintese de DNA em Eucariontes: As “Bolhas de
Replicacao”

* Nos eucariontes, a replicacao
requer “multiplas origens”,
devido ao tamanho de seu
genoma. A replicacdo é
bidirecional e, em ambas as
fitas, simultanea.

 Este processo gera “bolhas
de replicacao”.




Regioes Codificadoras'e
Nao-Codificadoras do DNA

O DNA & formado por 2 regioes:

Intergénicas

, Regiao Geénica

E a porcao que codifica para

um produto final, que pode

ser uma cadeia polipeptidica
ou um RNA

Génicas

Intergénicas Génicas

~ Regido Intergénica
E a porcao regulatoria, que
sinaliza o inicio ou o final de
um gene, que influencia a
transcricao génica, ou que €
0 ponto de inicio para a
replicacao do DNA




PROCESSO DE REPLICACAO

Os mecanismos celulares responsaveis pela
replicacao do DNA foram descobertos
primeiramente em bactérias.

A replicacao em eucariontes ocorre atraves
de proteinas analogas e com processos
semelhantes a replicacao do DNA de E. coli



PRINCIPAIS ENZIMAS ENVOLVIDAS
(SISTEMA DE REPLICACAO DO DNA)

DNA Polimerases
Endonucleases
Helicases

. 'Topoisomerases
Primases
. Telomerases




DNA POLIMERASE

« Sa0 Iincapazes de.guebrar as pontes de
hidrogénio que ligam as duas fitas do DNA

«S0 alongam uma fita de DNA/RNA pré-
existente

« Catalisam a .adicao de um nucleotideo no
radical hidroxil da extremidade 3’ da cadeia
gue esta se formando. Desta forma, as fitas so
podem crescer no sentido 5’ —3’



DNA Polimer

e principais enzimas envolvidas no processo; responsaveis
pela adicao de nucleotideos e reparo

e .reguerem um modelo e um primer (segmento de RNA
sintetizado pela primase) complementares para inicio —
alongamento

o 3 tipos principais : I, 11, I
| . iImportante no sistema de reparo
l1I: principal e mais complexa (mais de 10 subunidades)




Adicao de nucleotideos

Templata has frea 3-0OH end

Incoming nuclectide has 5-triphosphate

= FPF} OH 3
2

5'Il'llF GHE. "
g ugé é g *"‘

Diphosphate is released when nucleotide is added to chain
T - P
-

3 5'..-.-%‘3‘&4
ppEippiEEre



NUCLEASES

- Degradam o DNA, clivando-o em pedacos
menores

1. EXONUCLEASES: clivam o DNA a
partir do final da moléecula

2. ENDONUCLEASES: clivam em qualquer
local da molecula




OUTRAS ENZIMAS ENVOLVIDAS
NO PROCESSO DE REPLICACAO

HELICASES — constituem uma classe de enzimas que podem
se mover ao longo da fita dupla de DNA utilizando a energia
da hidrolise de ATP para separar as duas fitas da molécula.

SSB (“single-strand-binding”) — ligam-se a cada uma das fitas
Impedindo o reanelamento das mesmas.

PRIMASE — RNA polimerase gque sintetiza pequenas moléculas
de RNA utilizadas como iniciadores durante o processo de
replicacao do DNA.

TOPOISOMERASES - Responsaveis por aliviar a torgao na
parte da fita que nao esta sendo.replicada.



PROCESSO DE REPLICACAO

O movimento da forquilha de replicacao revela uma
fita molde no sentido 3 —5’ e outra no sentido
oposto 5’—3’

Desta forma, as fitas novas sao sintetizadas em
sentidos opostos

FITA “LEADING” - crescimento

segue a direcao do movimento
da forquilha de replicacéao

FITA “LAGGING” — crescimento

Okazaki
o) s\ 3

no sentido oposto ao movimento
da forquilha de replicacao



PROCESSO DE REPLICACAO

FITA “LEADING” - sintetizada continuadamente a partir de
um iniciador na fita molde 3’ — 5’

FITA “LAGGING” - sintetizada descontinuadamente a partir
de multiplos iniciadores

» Sitios descobertos no molde da fita “lagging” séo
copiados em pequenos iniciadores de RNA pela primase.

- Cada iniciador € alongado pela DNA polimerase resultando
na formacao dos FRAGMENTOS DE OKAZAKI.

‘DNA polimerase remove o primer do RNA do fragmento
adjacente e preenche os “gaps” entre os fragmentos que,
entao, sdo unidos pela DNA ligase.



PROCESSO DE REPLICACAO

Primase
DNA ¥ ~T0 T 1 1
helicase| /7 ¢ -
31 N TR v Lagging strand
RNA Primer
5 AN £ \ D\ <€«—Movement of helicase
Single-strand- G\ Leading strand
binding protein "

(SSB) -
[®®)
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A sintese de DNA é feita na direcdo 5> 3" e é semidescontinua

Lagging strand synthess

Pravious fragment Last fragment Exposed single strand Parartal DMA

..(l.u.u.u.l ...(_u.l.l.u.l Lagging strand

Leading strand LA LR L
5
3

Leading strand synthesis

Mucleotides added continuously to 3' end




TELOMERASE

e Os cromossomas de eucariontes sao lineares e
apresentam  sequéncias repetitivas em  suas
extremidades denominadas teldomeros

* A sintese da fita “leading” continua até o término da
fita molde de DNA, no entanto, no telomero a
extremidade feita pela primase na fita “lagging” nédo é
digerida.

- Como 0 iniciador € instavel, ele se degrada com o
tempo diminuindo, assim, o tamanho do cromossoma.

 Telomerase age evitando a perda do fim do
cromossoma.



TELOMERASE

parental strand

I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

z :MCCCE:H incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE l

BINDS

I TTGGGGTTGGGGTTGGGETTG
| D mcccgl
TELOMERASE

EXTEMNDS 3' END

{(RMNA-templated
DMNA synthesis)

.
| I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
E:IMECCE,

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
{DNA-templated

DMNA synthesis)

.
I D TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGEGTTG
— T e fScccaaccecaaceeg

DMNA
polymerase

‘ telomerase
synthesis

telomerase with bound RNA template




1. INICIACAO
2. ALONGAMENTO
3. TERMINACAO




1. INICIACAO

ORIGEM DA REPLICACAO — OriC :
- 245 pb ;

- 3 repeticoes de 13 pb;

- 4 repeticoes de 9 pb; (A=T)

13-mers 9-mers

245 bp




2. ALONGAMENTO

Envolve duas operacoes distintas, mas relacionadas:
1. Sintese da fita lider

2. Sintese da fita tardia

Inicio comum na forquilha de replicacao envolvendo:
- helicases

- topoisomerase

- DNA binding proteins



Leading and lagging enzymas start al same point on double halix

Lagging strand .«

WISRRNERESENEL »>

Leading strand

Enzymes mowve in opposite direction and are far apart at completion of Okazaki fragment

1 NN BB BLLER

Lagging enzyme must translocate to new position © star ancther Okazaki fragment
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SINTESE DA FITA LIDER

1. Sintese de um RNA primer pela primase na
origem de replicacao

2. Desoxirribunocleotideos sao adicionados pela
DNA polimerase III continuamente a partir da
forquilha de replicacao

RMA primer is synthesized (or provided by base paring)

E'Trrrrl-n—rrl—l-l—l-l-n-m-r-l—[—rn-rﬂ'




3. TERMINACAO

-Procariontes: DNA circular, quando as duas
forquilhas de replicacao se encontram ela
termina.

-Eucariontes: sequéncias de nucleotideos
especificas no final dos cromossomas,
incorporadas a telomeros.



REGULACAO

-Unica fase regulada da replicagao,  ,.. .« /& x /«

’ J N ( W AW ” . Active origin
de forma que s ocorra uma vez !
por ciclo celular ; reater H
-afetada pela metilacao de DNA SINNONINNT
FEN FE W FXN F T FXN FF Inactiva aniging
-DAM metilase na (5°) GATC sobre ~ * |
a fita parental s H

Active ongin
N, a b L



Nucleo

RNA polimerase

Gene

MRNA
Traducao

Citoplasma

- proteina
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http://www.johnkyrk.com/DNAreplication.html
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