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Moléculas da hereditariedade




Dogma Central da
Biologia Molecular

Replication DNA

Como a informacgao do

|| | Transcrip e DNA é tranferida para

a célula ou organismo?

RNA

‘Translation

Protein

Francis Crick, 1956
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Processo para sintese de novas
cadeia de DNA, catalisado pelas
DNAs polimerases

Processo para
sintese de todos
os RNAs da célula

Replicacdo DNA

Catalisado pelas
RNAs polimerases

Transcrigdo | O conjunto de
Transcricao Reversa genes expressos
ncRNAs é variavel
Replicagao de RNA ‘ RNA &

MRNAs | processo para

- sintese das
Tradugao proteinas da célula

de mRNAs

Ocorre nos
ribossomos

Proteina



NATUREZA DO POLIMERO
DNA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDIOS
SEQUENCIA DE NUCLEOTIDIOS
RNAs Adaptador
de linguagem:
tRNA
. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
PROTEINA Q
MODIFICACOES DE I FOSFATO, ACUCAR, ACETILA,
PROTEINAS ACIDOS GRAXOS, FERRO, ETC
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Eucariotos:
Transcricao no nucleo
Traducao no citoplasma
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Visualizacao do DNA na célula- exemplo

DAPI DAPI + Phalloidin



Moléculas da hereditariedade

* Numero de cromossomos varia entre as
espécies, assim como o formato.

Humanos: 46 cromossomos
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Gene

* Gene- sequéncia de DNA que inclui todas as
sequéncias de nucleotidios que levam a sintese de um
produto (mMRNA para a sintese de proteina ou outros
tipos de RNAs). Inclue as regioes codificantes e as
reguladoras.

* Genes estao orientados de 5’para 3’ (fita
codificadora), cuja sequéncia estara representada no
MRNA. A outra fita de DNA, complementar a
codificadora é a fita molde para a sintese do RNA.

* O RNA portanto tem a mesma orientacao e sequéncia
da fita de DNA codificadora



Gene

Sequéncias codificantes podem estar
interrompidas por sequéncias sem funcao
de codificadora.

Exons- codificantes- expressed sequences

Introns- nao codificantes- intervening
sequences.

Alguns organismos nao apresentam introns
(incluindo alguns eucariotos)

Genes podem ter copia simples ou multiplas
no genoma



Genomes vary greatly in size

Genome Gene Number Base Pairs
Organisms »
Plants <50,000 <10
Mammals 30,000 ~3 X107 |
—yorms 14,000 ~10%
Flies 12,000 1.6x 108
Fungi 6,000 1.3 x 10;
Bacteria 2-4 000 <1 06
Mycoplasma 500 <10
dsDNA Viruses
Vaccinia <300 187,000
Papova (SV40) ~6 5226
Phage T4 ~200 165,000
sSDNA Viruses
Parvovirus 2 5,000
Phage fX174 1 5,387
dsRNA Viruses
Reovirus 22 23,000
SSRNA \(uruses
Inflsgnia 12 13.500
TMV 4 6,400
Phage MS2 4 3,569
STNV 1 1,300



Componentes de acidos nucleicos
(DNA e RNA)
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Estrutura de acidos nucleicos

Sugar-phosphate —
backbone

5’-3' phospho-
diester bonds

Nucleotide subunit
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D NA (dupla fita)
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Moléculas da hereditariedade

 Cromossomos- composi¢cao determinada- acido nucleico e
proteinas (histonas e nao histonas). Histonas-proteinas

basicas, abundantes

(B) |

L
50 nm

Proteinas: histonas e nao histonas

H4 tail
Y, H2B tail
HAtall | 7  _— H3tail
QA \7777\}&\ =
H2Atail — g =

N
w\\:f— —

'*—»—,:::3\\ .

H3 tail

H2B tail &

Figure 4-33a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

(~60 milhoes de moléculas de cada tipo de histona/nticleo)

DNA humano “linearizado”= 1m




Moléculas da hereditariedade

e Maioria dos cromossomos de bactéria-
circulares. Lineares sao quase excegoes.

O

Fig. 3.9. Super coiling

* Procariotos podem conter plasmidios (DNA
extracromossomal, emlgeral circula2r; variam

de 1 a inumeros). e 0
& 0

* Eucariotos- plasmidios em levedo
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A replicacao esta
baseada no
pareamento das
bases da dupla hélice
do DNA.

A estrutura do DNA
contém a informacgao
necessaria para
perpetuar sua
sequéncia de bases

Humanos- cerca de 3
bilhoes de pares de
bases/ célula a serem

duplicadas em cada
ciclo celular.

Humanos-~ 1
trilhaode células

James D. Watson e Francis Crick

Estrutura do DNA - 1953
Replicagao semiconservativa - 1958

L q p
& <_Daughter strands



Etapas da replicacao

(uma vez por ciclo celular)

* Iniciacao (origem de replicacao- replicon-1na
maioria dos procariotos; até 3 em Archaea; ~400
em mamiferos). Bactérias: origem DNA metilado.

* Elongacao- forquilha de replicagao. As duas fitas
sao sintetizadas ao mesmo tempo. A velocidade da
forquilha de replicagao bacteriana ¢ 500.000pb/

min;(~4.600.000pb) € 2.000 pb/min em
mamiferos

e Término



Enzimas: DNA polimerases

Substrato da DNA polimerase:
desoxiribonucleotidios

(dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Fita molde

Cadeia pré-existente (primer)- RNA primase
(ATP, CTP, UTP, GTP). RNA removido

Incoming 0
deoxynucleoside .
5'-triphosphate O—I|’—O
i
O=1|9—O‘
20 9
0=P—0"
5' ““‘7’ | 5’

Growing / 30 0]
DNA strand OH OH
(primer) g

Template
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DNA strand

Deoxyribose




N o

Replicated DNAs Parental DNA

Forquilha de replicacao

| Replication fork

-Replicacao ¢ complexa-proteinas se arranjam como fabricas de
sintese (replissomos).

-Replissomo- polimerases, helicases, primases, etc
-Bacteérias- replissomos ligados a membrana

QA replicacao ¢ um processo extremamente fiel. As DNA-
polimerases tém atividade revisora.

@1 erro a cada 10°-10'0 em E. coli
@Mutacoes



Genoma eucariotico: varios replicons

@ A velocidade da forquillha de replicacao eucariotica é 2.000pb/min (~1/20 de
E. coli)

@ Os replicons eucarioticos tem 40-100 kb e sao iniciados em tempos diferentes.
~400 replicons; 30.000-300.000 pb afastados.

@ se fosse 1 replicon- 500 hs para duplicar o DNA
@ Fase S demora ~ 6hrs em uma célula somatica




incorreto

Pareamento de bases
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, - Drosofila — 25 x mais que
Celulas eucarioticas tem E.coli

muito mais DNA que

células procarioéticas Célula humana - 600 x mais

que E.coli

Genoma eucariotico tem .
~ ~2500 genes/mm DNA de E.coli
alta proporcao de DNA J /

nao codificador ~50 genes/mm DNA humano

Introns
Sequéncias intergénicas

DNA repetitivo




Somente uma fragao dos genes é expressa em um
determinado tempo

Alguns produtos génicos sao mais (fatores de elongacao de
proteinas em bactéria) ou menos (enzimas de reparo)
abundantes

Necessidade de determinados produtos varia com a condicao
fisiologica da célula

Algumas proteinas sao orgao especificas

Genes constantemente expressos- constitutivos
(housekeeping genes- enzimas do metabolismo central)

Genes que respondem a sinais moleculares- inducao ou
repressao

Regulacao- feita por interagcao de acidos nucleicos- proteina
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Principais Tipos de RNA

RNA mensageiro (mMRNA): contém a informacao
genética para a sequéncia de aminoacidos das
proteinas

RNA transportador (tRNA): identifica e transporta
os aminoacidos até o ribossomo

RNA ribossomico (rRNA): constituinte dos
ribossomos



tRNA

-Estrutura secundaria
com grampos e alcas
formando um trevo

-Alto numero de bases
modificadas depois da
sua transcricao

A
C Amino acid
C arm
5 B
pG—
s TyC arm

)
I

“ Ny, 8

N IV Extra arm

Contains ] m
two or three Variable in size,
D residues not present in
at different all tRNAs
positions

Py

U p, Anticodon

arm
WobbleM
position 5/ | g

Anticodon



Sintese de RNA: formacgao da ligacao
fosfodiester envolve o ataque
nucleofilico do 3’ OH da cadeia
crescente no fosfato do carbono 5°do
ribonucleosideo trifosfatado que sera
incorporado

A RNA polimerase nao requer um
iniciador (primer) para iniciar a sintese
do RNA

A RNA polimerase nao tem
mecanismo de reparo

5'end of 5' nucleotide
polynucleotide chain triphosphate

(0]

O=P-0
(0]
O=P-0
(@) OH 5 'S
EEEEEEEN "
H
O=P-0
|
O
|
CH,
OH OH
¥
(0]
O=P-0
(@]
o) OH + o=pP-0
l
O=P-0 OH
|
0 Pyrophosphate
| is released
CH,

OH OH

being added to chain



-35 region -10 region ¢ RNA start site

UP element TTGACA N7 TATAAT | N;5

mRNA \ AN\ >



Promotores de genes bacterianos

Regido -35

- UP element —35 Region

Consensus = _
T | NNAAASSTATTTTNNAAAANNN [N| TTGACA

sequence

rrnB P1 [ | AGAAAATTATTTTAAATTTCCT [N| GTGTCA

trp I TTGaca

recA || TIGATA

araBAD [ | CTGACG




RNA polimerase de E.coli

(84
BB w
i
. (catalise)

- ”@/

Reconhecimento de promotor

50-90 nucleotidios/seg Diferentes Sigmas
1 erro a cada 104 - 105 Ausente no elongamento

Duplicacao- 1 erro a cada 10° - 1019




Bolha- ~17 pares de bases

Transcription bubble

Nontemplate
strand RNA

Rewinding

Fi!@_ 'r_y_lglde

RNA-DNA Active site
5" | hybrid, 8 bp

oy

Direcao da transcrigcao




3’

5

3! LLLLLLllll

Bypass

Isomerize

EEEEREEET Escape

Terminate

Terminacgao da transcricao
através da formacao do
grampo de terminacao
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Terminacao da transcricao
dependente da proteina Rho

Rho (46kDa, ativa como hexamero)
move-se ao longo do RNA
acompanhando a RNA polimerase

Com a pausa da RNA polimerase na
sequéncia de terminacao, Rho alcanca a
enzima

Rho desenrola o hibrido RNA-DNA

Sequéncia de Terminagao
dependente de Rho: ricaem C

‘ AUCGCUACCUCAUAUCCGCACCUCCUCAAACGCUACCUCGACCAGAAAGGCGUCUCUU




Proteinas necessarias para transcricao a partir de promotores
reconhecidos pela RNA Pol Il

Number of

Transcription factor subunits Subunit M, Functions

Initiation

RNA polymerase |l 12 10,000-220,000 Catalyzes RNA synthesis

TBP (TATA-binding protein) 1 38,000 Specifically recognizes the TATA box

TFIIA 3 12,000, 19,000, 35,000 Stabilizes binding of TFIIB and TBP to the promoter

TFIIB 1 35,000 Binds to TBP; recruits RNA polymerase-TFIIF complex

TFIID 12 15,000-250,000 Interacts with positive and negative regulatory proteins

TFIIE 2 34,000, 57,000 Recruits TFIIH; ATPase and helicase activities

TFIIF 2 30,000, 74,000 Binds tightly to RNA polymerase Il; binds to TFIIB
and prevents binding of RNA polymerase to
nonspecific DNA sequences

TFIIH 12 35,000-89,000 Unwinds DNA at promoter; phosphorylates RNA
polymerase; recruits nucleotide-excision repair

Elongation* complex

ELL 1 80,000

P-TEFb 2 43,000, 124,000

SI(TFIIS) 1 38,000

Elongin (SI11) 3 15,000, 18,000, 110,000



Nucleo

Etapas envolvidas
na expressao de
genes em
eucariotos

Eucariotos

Ha processamento de:
MRNA

tRNA

rRNA




Processamento de mRNA de eucariotos

« Adicao de 5’CAP- protecao a exonucleases e
ligacao a ribossomo

* Retirada de regioes nao codificantes-
“splicing”. Introns (50- 20000 nucleotidios):
presentes em mRNA, rRNA, tRNA de genes
nucleares, mitocondriais e de cloroplastos;
raros em bacteria.

* Adicao de cauda de poliA (3')- poliadenilato
polimerase



Ovalbumin gene

Ik 7,700 bp >
L 1 3 4 5 6 7
oNna [ CHPE E WF & A
Transcription and
5’ capping Extra RNA
rimary , ’
transcript 5 oA L . . . 3
Cap

Splicing, cleavage,

and polyadenylation

|

INTRONS: regioes do DNA
trancritas, mas nao
traduzidos. Removidos
no processamento do
MmRNA

Mature
mRNA

> Seven introns

! Extra RNA

L123456 7

|<7 1,872

nucleotides

- AsA@),




Alternative splicing of a tropomyosin

Y — polypyrimidine tracts ¢

@® — URE
skeletal muscle smooth muscle

1 3 4 1 2 4

There are 3 forms of polypyrimiding tract binding protein (PTB) PTB1, PTB2 and PTB4.
Binding of PTB4 to the polypyrimidine suppresses splicing while binding of PTB1
promotes splicing. In smooth muscle exon 3 of a-tropomyosin is not present. Thus,
PTB4 is expressed in smooth muscle while PTB1 is not.




B-Globin
genomic
DNA

RNA
transcript

Exon

Intron
B
UTR

®
m’Gppp

B-Globin
mRNA

Processing of eukaryotic pre-mRNA

1 31 32

Start site for
RNA synthesis

.
0 EE———— (M) transcription of the

105 106 147

Poly(A)

site

3’ cleavage and For primary transcripts
addition of containing multiple
poly(A) tail exons and introns,

splicing occurs before

yd .
Poly(A) gene |s'co.mplete .cp
. transcriptional splicing.
tail
Y
(A),
/ Intron excision,
‘ ’ exon ligation Human dystrophin gene has 79
exons, spans over 2,300-Kb and
¥ (A) requires over 16 hours to be
1 147 4 transcribed!




Regulacao da Expressao Génica

Procariotos:

@ Resposta direta a variagoes nas condigoes nutricionais (genes ativados e
reprimidos)
@ Transcricao pode ser acoplada com a traduc¢ao (simultanea)

Eucariotos multicelulares:

@ Limitacao na resposta direta as variagoes nas condi¢des externas (células
estao organizadas em tecidos e orgaos)

@ Transcricao ocorre em compartimento distinto da tradu¢ao eliminando a
possibilidade de acoplamento

@ Regulacao dependente de desenvolvimento e tecido



Procariotos

Repressor
Activator binding site
binding site (operator)
DNA Promoter /1)) A B C
e J
\ / Genes transcribed as a unit

Regulatory sequences

CRP- catabolic repression protein
CAP- catabolic gene activator protein



Desmetilacao do DNA aparentemente esta
associada a ativacao da cromatina

JINNGESYNNINININON SESYN

GGG

Estado de metilacao do genes varia em
diferentes tecidos e esta correlacionado com
a ativacao da expressao



Exemplo de regulagao de transcricao

Positive regulation
(bound activator facilitates transcription)

(c) RNA polymerase
ey

Molecular signal

(@) causes dissociation / ////////// /

of regulatory protein
from DNA

5'J > 3’
' mRNA

@ —
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Sintese proteica

~300 moléculas envolvidas

~90% da energia gasta nos processos
biossintéticos

Bactérias: ~35% do peso: 20.000
ribossomos, 100.000 proteinas (fatores e
enzimas), 200.000 tRNAs. Traducao
acoplada a transcricao.

Processo rapido: ~20 residuos/seg
Erro: 1 a cada 10.000 aa adicionados



Codigo Genético: de RNA a proteina

Second letter

U C A G
Alfabeto do DNA- UUU| phenyl-  ||UCU UAU| 1 oo UGU| o L
NA oucl’ 'Ll_‘} e UAC Tyrosine uGe | Cysteine c
4 letras alanine Serine
i UUA| | cine ggé [8J.9.Y Stop codon St()P codon [A
Proteinas- 20 letras uuG - LY} Stop codon Tryptophan |G
3 nucleotidios- tripletes cuu ccu CAU pistidine  |[CGU g
43- 64 trinucleotidios égk Leucine éék Proline T ggi Arginine N
possiveis % CUG CCG é AG| Clutamine ||CGG G
U
2| |[auu ACU AAU . |[acu] . U
i : - Asparagine Serine
. - - AUC| Isoleucine AAC parag AGC
Tripletes= codons AUA ACC| 1} eonine <
Methionine; gé? s Lysine e Arginine -
e start codon || S AGG| 6 G
GUU GCU GAU| Aspartic  ||GGU U
e Valine SHE Alanine CAC acid E5E Glycine <
GUA GCA GAA| Glutamic GGA| -~ A
GUG GCG GAG| o EEE o

Codon de iniciacao- AUG
Codons de terminacao:UAA, UAG, UGA

19139 Py L



tRNA como adaptador na sintese proteica:
reconhecimento codon-anticodon

Amino
TyC arm acid arm

5 !
tRNA

D arm
(residues
10-25)

Anticodon

arm

Anticodon ®)

mRNA 5’ R® 3’



2. Iniciacao
(bactéria)

0\/0

308
Subunit

r— mRNA
@ Initiation
codon \

AlU|G

mRNA

5' 3’

Ribossomo bacteriano (16S)
reconhece uma sequéncia no
mRNA- Shine Delgarno

3' UAC 5’
Anticodon

5'




E.colitprA )A G C ACGAGGGGAAAUCUGAU GGAACGCUAC®E®
E. coli ara B UUUGGAUEESESEE U GAAACGEEENGE GC GAUUGCA
E. coli lac 1 CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUA
$X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCU
\ phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACGOC
Shine-Dalgarno sequence; Initiation codon;
pairs with 16S rRNA pairs with fMet-tRNAfMet
(a)
|
8" |
OH G
i 3’ End of | A
Prokaryotic 16S rRNA A u
mRNA U C
with consensus UC CUCCUCGCA
Shine-Dalgarno e R =
sequence 3'’)G A UUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGU @

(b)

Seqiiéncia de Shine-Dalgarno ou
Ribossomal Binding site (RBS) em bactérias



Esquema de sintese proteica

Growing protein chain o NH3

NH3
NH3 Amlno acid
| resndue
Transfer
RNA
\
1 37

Messenger RNA Ribosome

direction of ribosome
movement on mRNA

Figure 3-14 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons




Incoming
ribosomal subunits

Growing
polypeptide

Direction
of
translation

Polissomo

Direction of
translation

Polypeptides

Ribosomes




Inibicao da sintese proteica por antibioticos e toxinas

0{13 CH,
CH; OH

O"‘ Estreptomicina
CONH, - -

Causa leitura incorreta dos
OH O OH O cédons e inibe iniciacdo

Tetraciclina

Bloqueia o sitio A do
ribossomo bacteriano e
inibe associacao do
aminoacil-tRNA




20 aminoacidos
diferentes

Modificacoes covalentes
nos aminoacidos
(modificacoes pos-
traducionais):

Ex:
Metilacao
Acetilacao

Hidroxilacao
Glicosilacao
Fosforilacao
Grupos prostéticos ~200 aminoacidos
Acilacao diferentes
(modificados covalentemente)




genoma

Diferentes métodos de sequenciamento do DNA
(primeiros em 1977- Sanger ). Fragmentos de DNA
sequenciados com superposicao

Assembly

Anotacao- isto € que sequéncia de DNA corresponde a
uma proteina (portanto com base nas proteinas ja
sequenciadas em algum organismo)

Muitas sequéncias ainda classificadas como hipotéticas
Primeiro genoma sequenciado- 1977 (fago)

Primeiro genoma humano- 2001

Bioinformatica

Banco de dados (Kregg, genbank, etc)



Avancos recentes em

0 'tombo do DNA

sequenciamento de genomas

Em uma década, o custo de sequenciar o genoma humano caiu de US$ 100 milhes para menos de US$ 10 mil i et R » >
~ *eixoyem escala logaritmica (em US$) = P ;1
S S m= s TLEIDEMOORE S o* e o
100 milhGes R SN Até meados dos anos 2000, a queda
no custo de sequenciar'seguiu o
barateamento tecnoldgico decorrente da
Lei de Moore, Depois 0 pre¢o despencou
10 milhdes
O genoma da bactéria 2002
Xylella fastidiosa é O genoma do
o o3 sequenciado por grupo camundongo 2011 Cientistas chineses
1m0 0 pesquisadores & e it st EDUBIICAB0 . 2003 n e el e ao R N i TR do BGI anunciam projeto |
paulistas e o estudo O projeto para sequenciar 3 milhdes
é destacado na capa internacional de genomas de plantas,
da revista Nature que sequenciou animais, seres humanos
ogenoma € microrganimos
humano é 2012 O genoma
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Sequéncias no DNA nao traduzidas
genoma humano

3% - Exons (codificantes)
10% - sequéncias conservadas na evolucao. Funcao?

99% do genoma de mamifero é transcrito- além do
MRNA, pequenos e longos RNA nao codificantes, introns,
enhancer, telomeros, etc

Mutacoes nas regides nao codificantes- single nucleotide
polymorphism (SNP)- marcadores de patologias (~100
associadas a estados patologicos; pessoa saudavel:
~25.000 SNPs; 3.500.000 SNPs identificados



Polymerase chain reaction (PCR)

 Amplificar segmentos de ac. Nucleicos-
 DNA
 RNA (RT-PCR)
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RT-PCR
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Informacoes adicionais



Fluxo da Informacao Geénica

T-G-C-T—3'
A-C-G-A—5’

DNA 5'— A-G-A-G-
3'— T-C-T-C-

G-
C-
¢ ranscricao

mRNA | 5'— A-G-A-G-G-U-G-C-U—173'

tRNAs 3 U-C-U C-C-A C-G-A 5’

R B

Arginine Glycine Alanine

‘TTadugéo

Proteln —Arginine—Gchine—AIanine—

dm If ochemistry, 2/e
hWIy



RT-PCR Cloning of a Partial cDNAfor the
Porcine Arylhydrocarbon Receptor (AhR)

Ld 1 2 3 4 nt nt ntq Ld

Ld =100 bp ladder; nt = No template; Ntq = No Taq
1 = Adrenal; 2 = Pancreas; 3 = Uterus; 4 = Lung
Arrow head indicates 200 bp



RNAS

tRNA Pequeno Transporte de aa para o local de sintese

rRNA Diversos Forma os ribossomos, juntamente com proteinas

mRNA Diversos Determina a sequéncia de aa na proteina

snRNA Pequeno Processa 0 mRNA inicial nos eucariotos

miRNA Pequeno Afeta a expressdo génica (crescimento,
desenvolvimento)

siRNA pequeno Afeta a expressdo génica. Cientistas utilizam para

bloquear a expressao do gene de interesse



GENOMA | | TRANSCRIPTOMA
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(>108) =1 Modificadas
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teloOmeros

Sequéncias na ponta dos cromossomos lineares

Telomeros de levedo- ~100 pares de bases repetidas, sem
muita precisao- S'(TxGy)n; 3 (AxCy)n-x e y ~1-4; de
mamifero-- ~1500 pb

A cada mitose- perde cerca de 50- 200 nucleotideos/ divisao
— a DNA polimerase nao consegue refazer os fragmentos na
ponta do cromossomo linear (correspondente ao primer).
Diminuicao do telomero- associado com envelhecimento-
sinal limita o no. de divisoes (também contestado)

Células imortais (incluindo cancer)- Enzima telomerase:
composta por RNA e proteina. RNA tem copia da
sequéncia repetida do telomero-funciona como template
para a sintese de TxGy de uma fita- funciona portanto
como transcriptase reversa. Sintese na direcao 5- 3’



Telomeros na ponta dos cromossomos




