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Nucleotideos e Acidos Nucléicos

DNA - Acido Desoxirribonucléico
Armazenamento da informacgao genética da célula

RNA - Acido Ribonucléico

Funcdes variadas

RNA ribossomal - rRNA - Componente estrutural do ribossomo
RNA transportador - tRNA - Adaptadores da sintese de proteinas
RNA menssageiro - mRNA - Intermediarios na sintese de proteinas
Unidade formadora: Nucleotideos
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MNucleotide and Nucleic Acid Nomenclature

Base MNucleoside* Nuclectide* Nucleic acid
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Difracao de Raios-X por Fibra de DNA

(fotos obtidas por Wilkins, Gosling e Stokes — King’s College)

DNA tipo “A” DNA tipo “B”



Replicacao do DNA




GENE

corresponde a seq. que codificam:

os polipeptideos, rRNA, tRNA e outros, além de seq.
nao transcritas ou nao traduzidas

Em eucariotos: a maioria dos genes que codificam
proteinas (genes estruturais) sao transcritos
individualmente.

Em procariotos: frequentemente sao transcritos
unidos: policistrénicos

Unidades genéticas: OPERONS



Cromossomos de procariotos

24-1

The Sizes of DNA and Viral Particles for Some Bacterial

Viruses (Bacteriophages)

E. coli—-

E. coli
DNA

Number of Length of Long dimension
base pairs viral DNA of viral particle
Virus in viral DNA* (nm) (nm)
¢X174 5,386' 1,939° 25
T7 39,936 14,377 78
A (lambda) 48,502 17,460 190
T4 168,889 60,800 210 T ——

* The complete base sequences of these bacteriophage genomes have been determined.

Data are for the replicative form (double-stranded).
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Cromatina

Histone core Linker DNA
of nucleosome of nucleosome

Short region of
DA double helix

‘Beads on a string”
form of chromatin

2-nm chromatin
fibre of packed
MUCIBOSoMmas

Section of
chromosone in an
extanded farm

(b) 50 nm

Condenzad section

of chromosome _‘}g - T
g “aflnpgom
x
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/

Entire mitotic
chromosoms
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Types and Properties of Histones

Content of basic

Number of amino acids

Molecular amino acid (% of total)
Histone weight residues Lys Arg
H1* 21,130 223 29.5 1.3
H2A* 13,960 129 10.9 9.3
H2B* 13,774 125 16.0 6.4
H3 15,273 135 9.6 13.3
H4 11,236 102 10.8 13.7

*The sizes of these histones vary somewhat from species to species. The numbers given here are
for bovine histones.

H2B H4
(a)




Fluxo da informacgao genética

Dogma Central da Biologia Molecular

Dogma — Grego Dogma — Decisao, Decreto

Replication

DNA

Transcription

|

RNA

Translation \/

Protein




Replicacao do DNA

(D)



DIVISAO

REPLICACAO DO DNA
) = 3 CELULAR
Iniciagao Elongacdo Terminagéo
em oriC

Spo0J se
liga aos
sitios oriC

po0J
duplicada

Separacao do conjunto,
ao longo do eixo




Replicagcao Conservativa ou semi-conservativa?

Predicted results

Canservative model Semiconservative model
A i

HH HH

Fioure 9-3. (Left) Matthew Meselson (b. 1930). (Right) Franklin W. Stahl (b. 1929).
[Courtesy of M. Meselson.]



DNA extracted and centrifuged
to equilibrium in CaCl

density gradient
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Processo de replicacao do DNA. e

Mediado por diversas enzimas

Principais enzima de sintese: DNA polimerases
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Diversas DNA polimerases estao envolvidas na replicacao do DNA.

Comparison of DNA Polymerases of E. coli

DNA polymerase

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)

DNA polimerase | e Il : reparo de DNA

DNA polimerase Il : replicagao

DNA polimerase | de Escherichia coli
(Klenow fragment)



A replicacao bidirecional do DNA permite completar
a tarefa em menor tempo

Problema de tamanho: Genoma bacteriano +/- 10.000.000 pbs (pares de bases) Somado = 2m
DNA pol Il sintetiza entre 250 e 1000 bases por segundo
Levaria entre 2:48 horas e 11 horas para completar o genoma
E. coli se divide a cada 30 minutos (condi¢des ideais)

Genoma Humano: +/- 3.000.000.000 pbs
Tempo de replicagao: 34 a 139 dias



Visualizacao da replicacao bidirecional do DNA

(a)
Unidirectional :
WQ&H/ replication _
Heavily— ﬂﬂﬂ RN T Lightly
labeled DNA labeled DNA
. M Bidirectional E‘%
WK o replication MJ
A replicacao progride do 5’ para o 3’ do %M | _
DNA Inicia-se em um ponto da molécula
e se estende em ambas as diregoes. (b)
Bidirectional _ PRSI It 1 L s T et
Unidirectional ! . : -
el

Origin



Replicacao do DNA: continua e descontinua

3’ Replicacéo continua.

Direction of movement 3! 5

of replication fork 3
5
Okazaki o
fragments | 5’3 \

a3 Replicagao descontinua.
5!

Incoming (8]
deoxynucleoside
5'-triphoaphate

Growing

DNA strand
(primer)

Fragmento de Okazaki
*Pequena molecula inicidora de RNA
*Hibrido de DNA e RNA Bl iy i B

Deoxyribose

RNA DNA

5’




DNA polymerase I

A geometria do pareamento de bases

DNA polymerase
active site

contribui para a fidelidade da replicacao 355 (proofreading)
etive site
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Tandem array of
thres 13 bp sequences

Inicio da replicacao

Binding sites for Dnad protein,
four 9 bp sequences

—_— | et | e

=l =T 1< =

Consensus sequence

Consensus sequenoe

Supercoiled - Z-\

template

i Four 9 bp

» “Three 13 bp repeats
f repeats

GATCTNTTNTTTT TTATCCACA :
+ ATP)
09
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 d; 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 1) 400,000 4 Relieves torsional strain generated by DNA unwinding
Dam methylase 32,000 1 Methylates (5')GATC sequences at oriC

Priming and
replication



Replication fork

Leading strand synthesis
[DNA polvmerase I

DMA topoisomerase 1
DNA gyrase)

r &
B /"' < 5

-
0 | .
(@) 3 : | hitatiml fork movement Lagging
3 — - strand
o i 3
DnaB By
hielicase ;
?: Leading i ENA SSB
5 ~ strand primase : ENA primer
Ny P from previous
e ") Okazaki
S fragment
S
""M"'\-_‘_ - —
Direction of movement g 5 .f N _//_ ¢
of replication fork 3 i | —
P '.\_.5 __{; e — c
Okazaki il
! -
fragments \ (58 Lagging strand synthesis
B o (DMNA polymeraze 1)
g - Lagging
5 strand
J =
&
i) o«
£ coonan
W w
table 25-4
Proteins at the E. coli Replication Fork
Number of
Protein M, subsunits Function
S5B 75,800 4 Binding 1o single-stranded DM&A
DnaB protein (helicase) 300,000 ] DA umwinding: primosome constitugnt
Frimasa (Dnal protein) 20,000 1 RMA primer synthesis; primosome constitusnt
DA polymerase (|1 400,000 18-20 Mew strand elongation
DMA pelymerase | 103,000 1 Filling of gaps, excizsicn of primers
DMA ligase 74,000 1 Ligatien
DMA gyrase (DMNA topoisomerase 1) 400,000 4 Supercoiling

Maodified from Kornberg. A, (1982} Suppdement to ONA Keglicalion, Table 511-2, W.H, Fraeman and Comgeany, Mew Yok,
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Telomeric DNA \\Telomerase RNA )
3’ 8=

dCTP + dTTP

Palm (active site)
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Figure 24-21. The proposed mechanism for the synihesis of
telomeric DNA by Tetrahymena telomerase. [After Greider,
C.W. and Blackbum, E.H., Mafure 337, 336 (1989).]

Copyright 1889 John Wiley and Sons, Ino. All nghis ressrvead



Caodigo Genetico.
Ativacao de aminoacidos e
Sintese de Proteinas



Codigo genetico e Sintese proteica

Inicio da década de 1950: Paul Zamecnik et. al
|dentificaram a sintese de proteinas ocorrendo em particulas — Ribossomos

— Citoplasma

| Ldmen do Reticulo
Endoplasmatico (ER)

Identificaram a existéncia de um intermediario Aminoacido
RNA (tRNA) e a proteina de transferéncia
(aminoacil-tRNA-sintetase). B Ligacio
tRNA-aa
tRNA

a6 o oo

Cddon




Cédigo Genético
O mRNA né&o reconhece diretamente um aminoacido (aa);

MRNA liga-se a moléculas de tRNA que carregam o aa
correspondente;

cada tRNA tem um anticodon;
0 codigo genético “padrao” nao € universal;
a traducao correta requer 2 etapas de reconhecimento:

Ligacao do aa correto ao tRNA (por meio de uma aminoacil tRNA
sintetase);

O aminoacil-tRNA (anticodon) deve parear com um coédon do mRNA
no ribossomo;

Mais de um tRNA pode ser carregado com um determinado



Qual a correspondéncia entre acidos nucléicos e sequéncia de
proteinas?

Traducao
O cédigo genético:
sequéncia de nucleotideos siqijéncia de aminoacidos
4 tipos de residuos 20 tipos de residuos
(A, C, G, Toul)

41=4 possibilidades tedricas

42 =16 possibilidades teoricas
43 = 64 possibilidades tedricas

certos aa sao deter@mados por mais de um codon

codigo degenerado
codons: sao trinca@idas seqlencialmente

ALI VEM MEU PAI COM SEU TIO
W BAVASV VRSN [OXCLVCA=VANMION Fases de leitura

AL IVE MME UPA ICO MSE UTI O..




C A G

UUU Phe | UCU  Ser | UAU Tyr |UGU Cys
UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |UGC Cys

UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop |UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop (UGG  Trp

CUU Leu | CCU Pro| CAU His |CGU Arg
CUC Leu | CCC Pro|CAC His |CGC Arg

CUA Leu|CCA Pro|CAA Gln|CGA Arg VariagOes naturais da
CUG Leu | CCG Pro| CAG Gln |CGG  Arg . - , .,
AUU  Ile | ACU Thr | AAU Asn | AGU  Ser Interagao COdon'antICOdon

AUC [le | ACC Thr | AAC Asn [AGC Ser

AUA  lle | ACA Thr| AAA  Lys | AGA  Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG  Arg

GUU Val | GCU Ala| GAU Asp | GGU  Gly Casos observados nas mitocéndrias
GUC Val |GCC Ala| GAC Asp |GGC Gly

Codons*
GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly AGA
GUG Val | GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly UGA AUA AGE CUN Cae
NMormal code assignment Stop lle Arg Leu Arg
Animalzs
Vertebrates Trp Met Stop [
Drosophifa Trp Meat Ser + +
Yeasts
Saccharomyces cerevisiae Irp Mat + Thr +
Tovulopsis glabrata Trp Meat + Thr 7
Schizosaccharomyces pombe Trp + - + -
Filamentous fungi Trp + + + -
Trypanosomes Trp + - + -
Higher plants + + + + rp
| |

Chlamydomonas reinhardtii 7



U C A G Degenetacy of the Genetic Code
Amino acid Mumber of codons
UUU Phe | UCO] Ser | UAU Twr |UGU Cys
UUC Phe | UCC| Ser |UAC Tyr |UGC Cys [f; 31
Bsn 2
UUA Leu | UC Ser | UAA Stop |UGA Stop Asp 2
UUG Leu | UCG| Ser | UAG Stop |UGG Trp Cys 2
Gln 2
CUU Leu | CCU Pro| CAU His |CGU Arg Glu 2
CUC Leu | CCC Pro| CAC His |CGC Arg Ew ;
15
CUA Leu | CCA Pro|CAA Gln [CGA Arg e .
CUG Leu| CCG Pro|CAG Gln |[CGG Arg - .
et 1
AUU Ile | ACU Thr| AAU Asn |AGU  Ser Phe 5
AUC [le | ACC Thr | AAC Aszn | AGC Ser Bro 4
Sar &
AUA Ile | ACA Thr| AAA Lys |AGA Arg Th 7
AUG Met | ACG Thr| AAG Lys |AGG Arp jﬁ ;
| W
GUU Val | GCU Ala| GAU Asp | GGU Gly vl ¢
GUC Val | GCC Ala| GAC Asp |GGC Gly
GUA Val | GCA Ala|GAA Glu |GGA Gly 5 — CCA—3 codon
GUG Val | GCG Ala|GAG Glu |GGG Gly 3 _GGU -5 anticodon




Interacoes codon-anticodon

O tRNA apropriado é selecionado pela interacado cédon-anticédon,;

o pareamento € antiparalelo;

muitos tRNAs ligam-se a 2 ou 3 codons que especificam seu aa

correspondente. Por ex. IGC (I = inosina)

CGI CGI
||| |||
GCU GCC
.
" Anticodon
tRNA
Codon
Anticodon
32 1
UAG
mRNA 5 ATUC 3

1 2 3
Codon

CGI

|11

GCA
3 2 1 3 2 1
(3") G-C+HI G-C+I
(5") C-GH{A C-G1U
1 2 3 1 2 3

1

Posicdo Wobble (pendular)

3 2 1

G-CH1
C-G4C

1 2 3

(5')
(3")



RNA transportador (tRNA)

Estrutura e caracteristicas
gerais dos tRNAs

Amino 3
T¢C arm acid arm A
C  Amino acid
(¢ arm
5 Pu
D ar !
{rcsiljll.llcn; 'FIG L]
10-25) “-
.2 — 8
2 — 8
=
Antico:?n: - T
D arm s ® e
- Pu ® U (X N L]
- . A T - T e | 11 .
| a® 08
G* sseee Ty C
GOA . .
Containg . — . F:xtlra. arm
two or three a—8 Variahle in size,
D residues . @ not present in
at different . ® all tRNAs
positions [ ]
Py [ ]
u Pu Anticodon
__,r‘ i, H-I:"t'l‘l
Wobble — SRR
position

[

i

Os tRNA sao quimicamente modificados Anticodan



CCA
terminus

" Anticodon

loop



Ativacao de
aminoacidos

Processo de reconhecimento e ligagao
do aminoacido ao tRNA correto.

Amino acid
arm

|
seees sseee

Enzimas envolvidas:

Aminoacil-tRNA-sintetases ks ) —
: ( T ey )

Seeee _

: 22.1"0 neld : = — Extra arm
C00~ C00- - -
+_ | o +_ | . ::: ..--—.. .
H3N (l.t‘ H H3N Cl H P— e . ™ . a::]lcodon
e @ "WC arm " . @
Darm B . [
H—C—CH;, H—C—CH; A Nme? ) : Anticodon
| | L] ooc!llo- '.....'.' u u
CH, (|:H2 - W™ e oo E N AR SR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
CH e
3 L
Valine Isoleucine F \ Tattsodin . L.
A Aminoacido
[
Anticodon

~ Ligagao
tRNA-aa
tRNA

Adaptor

e, S
e A ol e fetor

Codon




Classe Il

Aminoacil-tRNA-sintetases (aaRS)

Class 1l
A

Class |

Two Classes of Aminoacyl-tRNA Synthetases*

4

Arg
Cys
Gln

Asn
Asp
Gly

Glu

His

lle
Leu

Classe |

Lys

Phe
Pro

Met
Trp
Tyr
Val

Ser

Thr



Aminoacil-tRNA-sintetases
(aaRS)

Distingdo das classes de aaRS:
pela estrutura primaria e mecanismo
de reagao de aminoacilagao

3" end of tRNA

|
OH
g 1

I i
?Hz H O 'NH;
(f grupo

‘0—1|”=0 aminoacil
B 0

5" | Amino acid

pG arm
Ty C
Eﬁntlmdon
Estrutura geral dos
aminoacil-tRNAs

- >
R—C—(HD—O’ +0—
*NH; O

Amino acid

OH OH

H 5'-Aminoacyl adenylate
(aminoacyl-AMP)

Classe I/ \|asse I
3 end of tRNA

: 0
H I
R—‘f—ﬁffo—lf—o—@

NH;, O O
Aminoacyl-AMP

Transesterification

3

‘ Adenine

*NH,

tRNA

o o

N I

R—$—ﬁff0—f"—0
By

o O
Aminoacyl-AMP

|
|
(6]
%O Aminoacyl-tRNA



Um mecanismo para manter a alta fidelidade da sintese de
proteinas ¢ a alta fidelidade das aa-tRNA sintetases

(A)

Aminoacido
Incorreto sera
removido

Sitio de
edicao

Sitio de sintese

aminoacido
incorreto

sintetizando editando

A tRNA sintetase remove seus proprios erros de pareamento por meio da edi¢ao
hidrolitica de aminoacidos incorporados incorretamente. O aa correto € rejeitado
pelo sitio de edicao.




Sintese de proteinas ocorre nos ribossomos

p A
s L




A sintese de proteinas ocorre nos ribossomos




Comparacao das estruturas de ribossomos procarioticos e
eucarioticos

70S

NIW 2,500,000

W &

MW1

55 rRNA

—=

120
nucleotides

34

600, 000 MW 900,000
/
235 rRNA 16S rRNA
= =
2900 1540
nucleotides nucleotides
proteins 21 proteins

Ribossomo procariotico,
mitocondria e cloroplasto

80S

I‘\.-"I'1..-“\.‘r 4,200, 000

MW Z. 800 UOO

5S rRNA
=

120
nucleotides

288 rRNA 5. 88 rRNA

160
nucleotides

4700
nucleotides

~49 proteins

MW 1,400,000

185 rHNA

1900
nucleotides

~33 proteins

Ribossomo eucaridtico




Estrutura dos rRNAs na subunidade maior de um ribossomo

bacteriano. Estruturas 3D dos rRNAs 5S € 23S
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The Nobel Prize in Chemistry 2009
"for studies of the structure and function of the ribosome"
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The Complete Atomic Structure The Structural Basis of
of the Large Ribosomal Subunit Ribosome Activity in Peptide
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235 rRNA 5" end ¥ end



As proteinas ribossomais sao importantes para manutencao da
estabilidade e integridade do ribossomo, mas NAO para a catalise

O RNA ribossomal € uma ribozimal!
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A Single Adenosine with a
Neutral pK, in the Ribosomal
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A associacao das subunidades grande e pequena cria caracteristicas
estruturais no ribossomo que sao essenciais para a sintese proteica

(A)

H3 trés sitios de ligacao
no tRNA :

Sitio A = sitio de ligagao
do aminoacil tRNA

Sitio P = sitio de ligacao
do peptidil-tRNA

= sitio de saida

P site A site



tRNAs |
incorretamente

\ » Pareados sofrem |
dissociacao I
preferencial

incorretamente
1 pareados sofrem
= | dissociacéo

- : preferencial




Terminacao da traducao ¢
disparada pelo stop codon

O Fator de liberacdo entra
no sitio A e dispara a
hidrolise da ligagao
peptidil-tRNA,

levando a liberacao da
proteina.

Ligagao do fator de
i liberagao no sitio A

Met H\
: Trp\

\‘;: . i

T,

(0 ACC )
UGAACUGGUAGEGAUCG
SAMAMMALAARRERREL -

H20 ™ Terminagio
COOH
Trp —
Asn

Met

HaN



120" terminacao

A liberacado da proteina causa
a desassociacao das subunidades
constituintes do ribossomo




Terminacao da cadeia € mediada por proteinas

http://pubs.acs.org/cen/multimedia/85/ribosome/translation bacterial . html

http://www.yale.edu/steitz/movies.html



INICIACAO da cadeia

inicio com Met ou fMet.

*Deve haver mais especificacdes que apenas o codon de iniciacao
*Em E. coli: Shine-Dalaarno (3 a 10 nt ricos em purinas antes do
AUG) e

aral - UUUGGAUGGABUGAAACGAUGGCGAUT-

giF - AGCCUAAUBBAGCCAAUVAUGAGAGU-

H coo- - CAAUUCABBGUGBHGAUUGUGAAACCA-

L tacZ - UUCACACABGAAACAGCUAUGAGCCAUG-

O P phage replicase - UAACHNEGOAUGCAAAUCCAUGUCUAAG-

H—C—N—C—H  inphageAprocin - AAUCUUGBAGBCUVUUUVAVGGUUCGU-
| | R17 phage coatpromin = UCAAC CBEGEBGBUUUGAACCAYGGCUUCU=-

0 CH2  ribmomalpmisn§l¥ - AAAACCABEABCUAUUUAAUGGCAACA-

ribosoenal protein LIO CUACCAGGAGCAAAGCUAAUGGCUUUA-

CHo el -Eu"n.‘l.ﬁ.ﬁ.l.'l.l_ﬁ'ﬂiﬁ-.-ﬂ-u“nAUA.\E.\.‘EEGE.&A&EA-
| il leader “GUAAARAGGGUAUCGACAATUGAAAGCA=
S|’ Hlend of 188 rRNA ¥ ppAUUCCUCCACUAG- &
CHs (a)
N-Formylmethionine .
3 Endof | A
Prokaryoti o, :
st e 165 rRNA 4 o
TgccUOCCA4

with consensus
Hhin&‘.-nﬂ.]gumu MIGavTuv cc U EEEEEEIU UG A C CcURDEEEE @D T e (39
SEUencs

(b)



Incoming
ribosomal subunits

transcricdo em procariotos, formando polissomos

A traducgéo pode ocorrer simultaneamente a
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