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Como DNA permite...

* A atividade davida?
* Areproducao da vida?
* Hoje vamos ver a parte da atividade da vida



Atividade da vida significa...

e ..basicamente...
 Montar (ou sintetizar) proteinas




Proteinas sao as moléculas
trabalhadoras dos organismos

“nds somos nossas proteinas”

Enzimas: catalizam reacdes quimicas, essenciais para
o metabolismo celular

FuncOes estruturais ou mecanicas (actina e miosina
em musculos)

Sinalizacao celular
Sintese de DNA

— A DNA polimerase € uma proteina



Variedade das proteinas humanas
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Mas o que tem DNA a ver com
proteinas?
* E no DNA que esta a “receita” para a
fabricacao das proteinas
* Hélice dupla + complementaridade
= Replicacao
* A cadeia de nucleotideos

= Informacao
= “receita” para sintetizar ou montar proteinas



Como assim?

* Da mesma forma como letras podem formar
palavras em portugués que noés entendemos:

— ANTICONSTITUCIONALISSIMAMENTE

* Em “celulés” ou “genomés” é possivel formar
palavras que a maquinaria da célula é capaz
de entender:

— ATGCCGGTCGTCGCGGACGACGACGG



Mas como sao so 4 letras...

* Essas “palavras” sao muito mais longas

e Tipicamente (numa bactéria) elas tem
comprimento ~1000 pb

 Em outras palavras, um trecho de ~1000 pb é
o tamanho da “receita” para montar uma
proteina



Mas nao é qualquer trecho de
~1000 pb...

e Assim como nao € qualquer trecho de 10

letras que corresponde a uma palavra num
texto em portugués

* Por exemplo:

— quertre




Como se chamam os trechos com
as receitas’?

* Ou seja, as “palavras” em “genomés”?
* Genes!
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Informacoes armazenadas hum
genoma

* Genes codificadores de proteina

* Genes de RNA
— tRNA
— RNA ribossomal
— Outros pequenos RNAs, a maoria reguladores



DNA

2OOCOCL

» Chromatin modifications
» Polll activity regulation
* Transcriptional interference

Transcription Transcription

IncRNAs ncRNA

NG/ M/ N & B = Py

* Splicing

X * Editing

Translation » mRNA stability

* Translation initiation

miRNAs
and IncRNAs
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Protein

Nature Reviews | Drug Discovery

http://www.nature.com/nrd/journal/v12/n6/full/nrd4018.html



Prokaryotic Gene Structure

Regulatory Coding Region Termination
region i ;
5 end g & _region 3’end
— P
( [H | | 0
Intergenic DNA  Distal Proximal Intergenic DNA
elements Promoter Transcription
——’
5 end | /I ] 3'end
AUEj UGA
Start UAA
RNA transcript gt’z%

http://iweb.langara.bc.ca/biology/mario/Biol2315notes/biol2315chap21.html






Genes e proteinas

Proteina
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Para continuar...

* Precisamos falar de proteinas



Proteinas sao macromoléculas

Sao cadeias de aminoacidos

> Protein sequence
MKIVYWSGTGNTEKMAELIAKGIIESGKDVNTINVSDVNI
DELLNEDILILGCSAMGDEVLEESEFEPFIEEISTKISGK
KVALFGSYGWGDGKWMRDFEERMNGYGCVVVETPLIVQNE
PDEAEQDCIEFGKKIANI



glicina

Aminoacidos

Estrutura genérica de um aminoacido

H
//C) Hx ! f",-o
C, N—C—C
O—H H ¢cn, OH
alanina



OH

tirosina

triptofano






Eminc acid 3-letter| 1-letter | MW (Da) Structure

code code
Alanine Zla A 25.1 CH3-CH (WHZ ) —OOCH
Arginine Erg =} 174 .2 HN=C {MHZ)-WH- (CHZ) 3-CH{WHZ) -C00H
Asparagine Z=n N 13z.1 HzH-COG-CHZ-CH (WH2Z ) —0GCH
Agpartic Acid Zap K] 123.1 HOOC-CHZ2 —CH (HHz2 ) —CQ0C0H
Cyateine Cya C 1212 H5-CHZ-CH (NHZ ) —COCH
Glutamic Acid =lu E 147.1 HOOC- (CHZ2 ) 2-CH (NHZ ) —CCO0H
Glutamine =1ln o 142.1 HZWN-CO0- (CHZ2 ) 2-CH (NH2 ) —CQ20H
CGlycine =1l = 75.1 MNHz-CHZ-C00H
Histidine His H 1552 TH_':H=H_ CH:EI:_':HE_CH HHZ ) ~CooH
ITaalencine Tl= I 121 .2 CH3-CHZ-CH (CH3) -CH (NHz ) —C00H
Lencine Lieu L 121 .2 (CH3) 2-CH-CH:z-CH (MHZ ) —0O0CH
Lyaine Lys= E l4a_ 2 HZN- (CHZ ) 4-CH (NHz ) —CQOH
Methionine HMet M 1432 CH3-5-(CHZ) 2-CH (NHz ) —C00H
Phenylalanine Ehe F 1e5.2 Eh-CHz-CH (MHZ ) —CO0H

NH- (CHZ ) 3-CH-COCH

Proline Pro e 115.1 | |

Serine Ser 5 los5.1 HG—-CHZ-CH (NHZ ) —O0CH
Threocnine Thr T 11s.1 CH3-CH{CH)-CH (NHZ ) —-C00H
R T e Trp - 204 2 PT—HH—CH=T—CHE—CH{HHE?—CDDH
Tvyroaine Iyvr ¥ 1a1.z HO-p-Fh-CHZ-CH (HHZ ) —-Q0CH

Valine Val v 117.1 (CH2) 2-CH-CH (NHZ ) —C0CH




Frequéncia de aminoacidos em proteinas da bactéria Azotobacter vinelandii

Op 14 T 1 1 | |
‘avinA_data’ using 1:4:xticlabel(2) +




Os aminoacidos se ligam entre si
por ligacoes peptidicas

Amino acid (1) H Amino acid (2) H

Carboxi
terminal

\ 2
Amino H
terminal ci—ic ﬁ
H
H
Water C
N Dipeptide

Carbono alfa




Proteinas formam estruturas
tridimensionais

* Sao complexas e variadas

— Diferentes proteinas tem diferentes estruturas

 (DNA é sempre hélice dupla)



Exemplos de proteinas

Fieirit Il oy el o P e
aming acids 22 = 33




Diferentes estruturas conferem
diferentes funcoes

Hemoglobina: transporta oxigénio no sangue

Miosina: contracdo do musculo



Proteinas podem ser visualizadas
de diferentes formas

> Protein sequence
MKIVYWSGTGNTEKMAELIAKGIIESGKDVNTINVSDVNI
DELLNEDILILGCSAMGDEVLEESEFEPFIEEISTKISGK

KVALFGSYGWGDGKWMRDFEERMNGYGCVVVETPLIVQNE
PDEAEQDCIEFGKKIANI




H .
Folha beta Hélice alfa

a3

‘ﬁ3 ![31




Os aminoacidos estao para as proteinas assim
como o0s nucleotideos estao para o DNA

Proteinas: 20 aminoacidos

DNA: 4 nucleotideos

Ambas as cadeias tém direcionalidade
DNA: 5" 5 3"

Proteina: Amino terminal (N) = Carboxi terminal (C)
Proteinas sao bem mais curtas do que DNA

Protéina tipica tem 300 aa



Se 1 angstrom =1 mm

Um cromossomo de 100.000.000 bp teria 340
km de comprimento

Uma proteina de 300 aa teria 3 metros



Genes e proteinas

Proteina

> DNA sequence
ATGTCATGAAAATCGTATACTGGTCTGGTACCGGCAACAC
TGAGAAAATGGCAGAGCTCATCGCTAAAGGTATCATCGAA
TCTGGTAAAGACGTCAACACCATCAACGTGTCTGACGTTA
ACATCGATGAACTGCTGAACGAAGATATCCTGATCCTGGG
TTGCTCTGCCATGGGCGATGAAGTTCTCGAGGAAAGCGAA
TTTGAACCGTTCATCGAAGAGATCTCTACCAAAATCTCTG
GTAAGAAGGTTGCGCTGTTCGGTTCTTACGGTTGGGGCGA
CGGTAAGTGGATGCGTGACTTCGAAGAACGTATGAACGGC
TACGGTTGCGTTGTTGTTGAGACCCCGCTGATCGTTCAGA
ACGAGCCGGACGAAGCTGAGCAGGACTGCATCGAATTTGG
TAAGAAGATCGCGAACATCTAGTAGA

> Protein sequence
MKIVYWSGTGNTEKMAELIAKGIIESGKDVNTINVSDVNI
DELLNEDILILGCSAMGDEVLEESEFEPFIEEISTKISGK
KVALFGSYGWGDGKWMRDFEERMNGYGCVVVETPLIVQNE
PDEAEQDCIEFGKKIANI
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Como um pedaco de DNA (gene)
pode gerar uma proteina?

* Informacionalmente por meio de um codigo
(o famoso codigo genético)

* Mecanicamente por meio de processos
celulares chamados de

— Transcricao
— Traducao

* Esta aula: o processo informacional



“"Dogma Central”da

Replicacdo DNA Biologia Molecular
Transcricdo
Usa Uracila
RNA mensageiro RNA <€ ao inves de
Timina

Traducao de

MRNASs \ Ocorre no

ribosomo

Proteina



DNA RNA

Proteina

Replicacdo Transcricdo

Transcricao
reversa

O dogma central do fluxo da informacao:
DNA—RNA—proteina. A informacao para replicar o DNA
estd inerente na sua estrutura (seta curvada). A informacao
flui do DNA para o RNA por transcricdo. A informacao flui
do RNA para a proteina por traducdo. Em alguns casos, a
informacédo também pode fluir de volta, do RNA para o DNA
(transcricdo reversa). Nao existe nenhuma evidéncia de infor-
macao que flui da proteina para o acido nucleico.



Codigo Genético

* Funciona como uma tabela
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* Nucleotideos - Aminoacidos
 Semelhante ao codigo Morse



Codigo genético

4 bases e 20 aminoacidos

Um cédigo 1:1 nao da

Um codigo 2:1 também nao da
— Apenas 16 possiveis pares

Um codigo 3:1 da (e sobra)

— 64 possiveis trincas

Lembrar que é preciso um sistema de
pontuacao (inicio e fim da regiao codificadora)



three bases
code for \
a;m codon

Metionina Leucina Glicina
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1st
base

Uuu
Uuc
UUA
UUG
cuu
cucC
CUA
CUG
AU
AUC
AUA

AUGH

GUU
GUC
GUA
GUG

A tabela com o cddigo genetico

U

(Phe/F) Phenylalanine

(Leu/L) Leucine

(lledl) Isoleucine

| (Met/M) Methionine

(Val/V) Valine

Lcu
UCcC
UCA
UCG
ccu
CCC
CCA
CCG
ACU
ACC
ACA
ACG
CU
GCC
GCA
GCG

(Ser/S) Serine

(Pro/P) Proline

(Thr/T) Threonine

(AlalfA) Alanine

2nd base
A
AL
[ (TyrY') Tyrosine

LAA Stop (Ochre)
UAG Stop (Amber)
CALU

(His/H) Histidine
CAC

(GIn/Q) Glutamine
(Asn/M) Asparagine

G (Lys/K) Lysine

oAU Asp/D) A ' id
5 spartic acl
o (Asp/D) Asp

(GIW/E) Glutamic acid
GAG

G
UGU
oo (Cys/C) Cysteine
UGA ' Stop (Opal)
UGG | (Trp/W) Tryptophan
CGU
©ee (Arg/R) Arginine
CGA
CGG
AGLU
AGC (Ser/3) Serine
AGA »
AGG (Arg/R) Arginine
GGU
GGC _
coA (Gly/G) Glycine

GGG

3rd
base

QO Cc OO B2 0 Cc 0 B0






Exercicio de traducao

 Dada uma sequencia em DNA, mostrar sua
traducao em aminoacidos

* Informacionalmente, podemos “pular” o
passo de mMRNA; ou seja, do DNA ir direto para
proteina

* Na célula, nunca ocorre esse “pulo”



Exercicios

* Que aminoacidos sao codificados por
TCGTCTGATATTCTA?

* E por
CGGCCCTGGCCTCCGACATCGGCGLCC?




O codigo genético € quase universal
(0 mesmo para todas as formas de vida)

* Em Mycoplasma (bactéria), UGA é Trp
* Em Candida (fungo), CUG é Ser
e ..eoutras pequenas variacoes



O codigo genético é degenerado

Leu, Ser, Arg
5 20
4 Ala, Thr, Pro, Gly, Val
3 lle, Stop 2 6
Phe, Tyr, His, GIn, Asn, Lys, Asp, 9 18
2
Glu, Cys
1 Met, Trp 2 2

Totais 20+1 64



A degeneracao ocorre principalmente
por meio da terceira base

GG Gly
CC Pro
GC Ala
CG Arg (+2)
GU Val
CU Leu (+2)
ucC Ser (+2)
AC Thr

AU: 3 possibilidades correspondem a Isoleucina; a outra € Met
UA: 2 possibilidades correspondem a STOP e 2 a Tirosina



Degeneracao significa redundancia

* Robustez em relacao a erros
 Mutacoes sindonimas (ou silenciosas)
 Mutacdes nao-sindbnimas



Mutacao sinbnima ou silenciosa

WildType DNA TAC GGG AAA GTC CGT GGC
Wild Type mRNA AUG CCC UUU CAG GCA CCG
Amino acids Met -Pro- Phe- Gin- Ala- Pro

Mutated DNA TAC GGG AAG GTC CGT GGC
Mutated mRNA AUG CCC UUC CAG GCA CCG
Amino acids Met -Pro- Phe- GIn- Ala- Pro

|



Mutacao nao-sinbnima

WildType DNA TAC CAC CCC GCC ATC
Wild Type mRNA AUG GUG GGG CGG UAG
Amino acids Met -Val- Gly- Arg- Stop

MutatedDNA TAC GAC CCC GCC ATC
Mutated mRNA AUG CUG GGG CGG UAG
Amino acids Met -leu- G|\/- Arg- Stop

1



Mutacdes sao boas ou mas?

Neutras

— exemplo: mutacao sinbnima
Mas

— Quando causam doenca
Boas

— Quando dao uma vantagem competitiva ao individuo
— Combustivel da evolucgao!

Algumas mutacdes saoa boas e mas ao mesmo
tempo!



Anemia falciforme

Mutacao nao sindbnima numa unica posicao de
hemoglobina (amino acido num. 7)

GAA (glu) - GUA (val)
GAG (glu) => GUG (val)
Valina é hidrofébica e Acido glutdmico n3o é




A mutacao de Af é boa e ma ao
mesmo tempo

 Ma: Anemia falciforme € uma doenca

* Boa: Individuos com essa mutacao tem
protecao contra malaria!

 Anemia falciforme é prevalente nas regides da
Africa que historicamente foram (e sao)
afetadas pela malaria
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Um gene numa sequéncia

AGCTCGCGCTCCGCATCCATCCAGTAGGGTTCGGTGTCGACGAGCGTGCC
GTCCATATCCCAGAAGACGGCGGCCGGCATCGCGTGCGGAGTCAGTTCGG
TCACGGCTGACAAGTCTATCCCGGCGGCCCCGGGCCTATTCTTGAGGGAC
GGCGTCCTGACCGGTCGCCGGATGAAAGGACCAGAACGCCCCGTGACTGA
CGCGAACAGCATCCTCGGAGGGCGCATCCTCATGGTGGCCTTCGAAGGGT
GGAACGACGCTGGCGAGGCCGCCAGCGGGGCCGTCAAGACGCTCAAGGAC
CAGCTGGATGTCGTCCCGGTCGCCGAGGTCGATCCCGAGCTGTACTTCGA
CTTCCAGTTCAACCGGCCGGTCGTCGCGGACGACGACGGLCCGLCGGLGLC
TCATCTGGCCGTCCGCGGAGATCCTGGGCCCAGCTCGCCCCGGCGACACC
GGCGATGCGCGCCTGGACGCCACCGGCGCCAACGCGGGCAATATCTTCCT
TCTCCTCGGCACCGAGCCGTCGCGCAGCTGGCGCAGCTTCACCGCGGAGA
TCATGGATGCGGCCCTGGCCTCCGACATCGGCGCCATCGTCTTCCTCGGT
GCGATGCTGGCGGACGTACCGCACACCCGCCCCATCTCCATCTTCGCTTC
GAGCGAGAACGCGGCCGTCCGTGCGGAGCTCGGCATCGAACGCTCTTCGT
ACGAGGGGCCGGTCGGTATCCTGAGCGCGCTCGCCGAAGGGGCGGAGGAC
GTGGGCATTCCGACCATCTCCATCTGGGCGTCGGTTCCGCACTATGTCCA
CAATGCGCCCAGCCCGAAGGCGGTGCTCGCACTGATCGACAAGCTCGAAG
AGCTGGTGAATGTCACCATCCCGCGTGGCTCGCTGGTGGAGGAGGCCACG
GCCTGGGAAGCCGGGATCGACGCGCTGGCTCTGGACGACGACGAGATGGC
TACGTACATCCAGCAGCTGGAGCAGGCACGCGACACCGTGGACTCCCCTG
AGGCCAGCGGCGAGGCGATCGCCCAGGAGTTCGAGCGCTACCTCCGLCCGC
CGCGACGGCCGCGCCGGCGATGACCCCCGCCGTGGCTGACGTCALCCCCCT
CTCTGCGTCCGCCGTCCTCTGTTCCCCCCGCTCGGCCTCCCCTGAGGCCG
AGGAGTCGCGCCCACATGCCGGAAACTCCTCCTTTCCTGACTTTCTGGAG
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Inicio e fim da porcao codificadora
de um gene de procarioto

* Oinicio é quase sempre um ATG = metionina
* O final € sempre um codon de parada

Prokaryotic Gene Structure

Regulatory Coding Region Termination
region i ’
5’ end 9 _ region 3’end
= g
( [H | [ I 0
Intergenic DNA  Distal Proximal Intergenic DNA
elements Promoter

Transcription

—» -+
5 end | | I} 3’end
AUG UGA
Start UAA

. UAG
RNA transcript Siep



Sequenciamento de DNA

Serd visto em detalhe em outra aula

Gera imensas quantidades de sequéncias de DNA,
armazenadas em arquivos de computadores

Em geral sao fragmentos onde a informacao da fita e
da localizacao no cromossomo foi perdida

Para achar onde estao os genes de forma
computacional, precisamos do conceito de Quadro
de Leitura



Quadros de leitura

Uma fita dupla de DNA admite
6 quadros de leitura

e
— >

(3 em cada fita)

CGGCCCTGGCCTCCGACATCGGCGCC
+1

+2

+3

Na outra fita:
-1, -2,—-3



Cada quadro tem sua propria traducao



stop stop Fita de cima

/

.ULLA*¢5I{I{SNLT‘f“r’LULFTSI\#NTHNNLHLSN
A C S WHDOQRRUWIGSZLTITI4+CCFTIFPTYHKTII I T v T & vV
R &L GMTIUKETES®FMNLLFSAUWYVLFHTIEK.L # # L T L K #
CGTGCTCTTGGCAT GAT CARAGAAGAGT AT T TARCT TATTAT T TAGT GLTGT TTTATTCCATAT ARAAT TATCAT ART ARCT TACACT TARGT AN
41240 41260 41220 41300 41320

GCACGAGAACCGTACTAGTTTCTTCTCAT TAAATTGAAT AAT A RCACGACAALAT AAGGT AT ATT T T AATAGT AT TATTGASTGTGAATTCATT,
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\ N\

Coordenada dentro deste segmento
Fita de baixo



Quadro aberto de leitura

* Open reading frame (ORF)

* E um quadro de leitura
— Com numero de bases multiplo de 3
— Terminando em STOP
— Sem outros STOPs no meio

* A porcao codificadora (de proteina) de um
gene bacteriano € um quadro aberto de

leitura iniciado por ATG (muito mais raramente por
GTG ou CTG)



fim

inicio
Tracinhos verticais sao stops
FRIIE T 1 N ||II|||||||I||IW| 1 e 1 e 1 e A 1 R A M A
| I 1 T I 1 e N (AR R A LT W reeer e I
1 L T A O Illlllwll 1 I o O R 1 R B 1 R A 8 O T O A Y O O
| | \

3600 |gsoe 10200 |1o500 10500 11100 11400 11700 [12000 12300 12600 12900 13200 13500

[ T 1 A I T I e e R T O | LI 1 T I
I IR TN A - [ | | || | [ NN I [T/t T U T I O I A
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CTTTTTART GCGTTTATTTAGGATATTCTTATCT AAGAT AAAAGGAATTATTTTATCIGAT ARAGCAAGT TTGCTAATCAT TTTTTGI TATTCTATARTTCCAT TATTGATAATCATATTT T TTATTATATCTTTGGI TGATTTATATCAT ARAAAAAT AGCAAT T GAT ACTACGATCAATTCTGTCAT AT TAT!

|Loaea [1a020 [Laa4a [16060 [Lacsa [Lo10E [1E120 [La14E [1o160 [LE18s
GAAAAATTACGCARAT ARATCCTATAAGART AGATTCTATTTTCCTTAAT A AAT AGAN ATTTCGTTCARACGATT AGT AR AR AACAAT AAGAT ATT ARGGT AATAACT ATT AGT AT AAAAAAT AATATAGA AACCAACTAAAT AT AGT ATT TTT T TATCGTTAACTATGATGCT AGT TAAGACAGT AT AT A
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Exemplo de uma ORF bacteriana



Estas imagens vieram do
navegador de genomas ARTEMIS

Disponivel (de graca) em

https://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/



Exercicio

 Dada uma sequéncia de DNA, achar uma ORF
fazendo a traducao nos 6 quadros de leitura

e Verifigue o resultado usando

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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Open Reading Frame Viewer

Sequence
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