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Cromossomos lineares: como replicar as pontas
Como manter as pontas do mesmo tamanho????

e telomeros



Cromossomos lineares: como replicar as pontas?
Perdem as pontas a cada replicacio por nao completarem
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Telomerase (TERT) na replicacao de telomeros
(vertebrados tém essa sequencia).

Internal
RNA template TERT

GGTTA

5-GGTTAGGGTTAGGGTTA
3-CCAATCCCAATCC
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Teoria de Hayflicks - crises na cultura de células!

Hayflick’s Limit

Accumulated population doublings

Phase |l
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Germ cells: telomerase ON
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Somatic cells:
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transformed cells:
bypass senescence,
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Questao 1: As DNA polimerases sao fiéis!
O que ¢ fidelidade de replicacao?

1.E o fato de que as duas fitas de DNA nunca se separam.

2.A enzima DNA polimerase ¢ fiel quando coloca nucleotideos
com emparelhamento correto.

3.A enzima DNA polimerase ¢ fiel enquanto nao se separa do

DNA.



 que ¢ fidelidade de replicacao????

« A DNA polimerase III (E.coli) erra um nucleotideo a cada
10° nucleotideos inseridos.

Cada ciclo de replicacao em E.coli pode ter um erro em cada

10° nucleotideos!

COMO EXPLICAR ESSA DIFERENCA????



Erros podem ser resultado de apenas pareamento errado!!!!
Tautomeros geram isso, e precisam ser corrigidos na replicacao!
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O que esse parecamento pode resultar na célula?



Mas pode haver pareamento errado... como a DNA polimerase

consegue distinguir?

(a) Pareamento de bases correto (b) Pareamento de bases incorreto
Formato do sitio ativo na forma fechada
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FIGURA 1110 Pareamento de bases

na cavidade do sitio ativo de Pol I. (a) O
formato do sitio ativo na conformacao
fechada. Pares de bases corretos G=C e
A=T ajustam-se dentro do sitio ativo. (b)
Pareamentos de bases incorretos nao se
encaixam no sitio.



Mas o que vai ocorrer se houver um pareamento errado como esse?
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5°-GCTAATCGATCAA-3’

3’-CGATTAGCTAGTT-5’
Troca da base

\ 5-GCTAAGCGATCAA-3’

3’-CGATTAGCTAGTT-5’
Replicacdo! Fixou a mutagao!
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5’-GCTAATCGATCAA-3’ 5-GCTAAGCGATCAA-3’

3-CGATTAGCTAGTT-5 3’-CGATTCGCTAGTT-5



Questao 2:
A fidelidade das DNA polimerases ocorre também porque:

1.A enzima DNA polimerase pode ter uma atividade editorial
(proof reading), gracas a sua atividade exonuclease 5°-3°.

2.A enzima DNA polimerase pode ter uma atividade editorial
(proof reading), gracas a sua atividade exonuclease 3°-5’.

3.A enzima DNA polimerase pode ter uma atividade de correcao

apos o0 DNA ser replicado totalmente.



a DNA polimerase insere um nucleotideo errado
a cada 10 °a 10° nucleotideos.... E a diferenca?

A polimerase
o pareia
erroneamente
dC comdT. A polimerase reposiciona a porgao
ics terminal 3' pareada erroneamente
\ _—» no sitio de exonuclease 3'—5'.

Sitio de Sitios de

exonuclease polimerase
(Pol)

A sionuclease )\ A atividade exonuclease 3°-5’
pareado ~ N o

e faz a funcao “editorial” ou
» Proofreading.

/Apors;é.o 3" terminal é = °
e reposicionada de volta O qu e d a u m a ﬁd elld a d e

ao sitio da polimerase.

5%@ cerca de 100 vezes maior!

e A polimerase incorpora o
JATP nucleotideo correto, dA.

FIGURA 11-6 A atividade de exonuclease 3'>5' de correcdo
de erro das DNA-polimerases. O sitio ativo da exonuclease
3'>5' é distinto do sitios de polimerizagdo e revisa o produto
da DNA-polimerase.
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Para a atividade editorial a DNA polimerase leva a fita errada para
o dominio de exonuclease.....

(b) Dedos~ (c)

(¢) Uma porcao terminal
3' pareada erroneamente abre o espaco de cerca de 4 nucleo-
tideos para inserir-se dentro do sitio de exonuclease 3'-5'.
(Fonte: (a) PDB ID 4KTQ.]



E se depois da DNA polimerase completar a replicacao,
ainda ficar um erro? Como esse?

No tautomeric Tautomeric shift
shift C\ to imino form

Semlconservatnve
+ replication @ *
::::::% Anomalous ‘:;C\,T:Z'_‘IZ: Tautomer
______ A C-Abase SRR
222222 @ pair formed =z222:2@
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Isto ¢ um emparelhamento errado ou mismatch!!!



O Mismatch também pode formar por recombinacao

homologa:
RN 3 e i
HOMOLOGOUS
CHROMOSOMES | 3’ e paternal

e
5' chromosome

1 DOUBLE-STRAND BREAK

sl
3'

3
S m———————————————————————————

1 NUCLEASE DIGESTS 3’ ENDS

s' 3' S'
3’ ————— §' 3’

Figure 6:31 part 1 of 2 Essential Cell Biclogy 3/e (© Garland Science 2010)

Como corrigir esses erros?
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| Mal parecamento
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Apos a replicaciao ainda ha possibilidade de correcao de erro:
por um sistema de reparo de mismatch!

Dois homoélogos

Porcao que

recombina
Mal pareamento

TAC emum homélogo

TITTTITTITT fdo e © P TITTT_T TTTTTITITTT Comeridone

detipo  recombinacao — 1 [1||[]]]]| aelomutante

el L LLLLLLL sevagem  TAG REERRENRAREN

ATC AGC AGC

+ —>| ]| /) g Excisao ou Reparacgao ou

TCG EE—— S TAG TAG
[TTTTTTTTTT Ao AGe LTI T T T TTTTTTTTTTT Continuade
LLLLL L] ] | mutante T L | LLLL UL L] tiposelvagem

AGC A C T ATC

m Proposta de um mecanismo responsével pelo fendmeno da conversdo génica durante a recombinagdo na meiose.
Ocorre o mal pareamento de um par de bases em um homélogo recombinante (devido a presenga de um alelo mutante) durante

a formagdo do heterodiplex. Durante a reparagdo por excisdo, uma das duas bases mal pareadas é removida, e o complemento é
sintetizado. Em um caso, o par de bases mutante é preservado; quando é subsequentemente incluido em um esporo recombinante,
o gendtipo mutante serd mantido. No outro caso, o par de bases mutante é convertido na sequéncia de tipo selvagem. Quando in-
cluido em um esporo recombinante, o genétipo de tipo selvagem sera expresso, causando uma proporgdo de troca ndo reciproca.

Esse sistema de reparo mismatch reduz ainda mais o
erro de replicacao do DNA!



O que acontece quando sua célula da pele
“toma sol” na praia?

*Que sao lesoes no DNA?

*O que sao mutacoes no DNA????



Questao 3:
Quando vocé toma sol na praia:

1.0 DNA imediatamente sofre mutacoes provocadas pela luz UV

do Sol.

2.A luz do sol atinge nosso DNA e nosso corpo fica bronzeado.
3.0 DNA sofre alteracoes estruturais, lesoes, provocadas pela

luz UV do Sol.



Aluz UVA e UVB da luz
solar lesam o DNA de

r

CE



Luz Ultravioleta(UV)
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Isso é uma lesao provocada pela luz UV!!!!

Dimero formado entre residuos adjacentes
de timidina em uma fita de DNA

ALV AN Inducdo de um dimero de timina por radiagdo UV,

levando a distor¢do do DNA. As ligages covalentes ocorrem entre
os 4&tomos do anel pirimidinico.

E quais as consequencias dessas lesoes?



Essas lesoes no DNA sao mutacoes? O que sao mutacoes?

lesoes
Uv
mutacdao!
DNA \
ERO
8-o0x0G —

DNA

ERO= espécies radicais de oxigénio!



O DNA consegue replicar? Ou transcrever?
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FIGURA 1215 Dimeros de pirimidina e seus efeitos no duplex
de DNA. (a) Um tipo de reacdo causada pela luz UV resulta em
um anel ciclobutano, que envolve dtomos C-5 e C-6 de bases
pirimidicas adjacentes (timina, neste caso). Uma reagéo alter-
nativa resulta em um fotoproduto 6-4 que liga os d&tomos C-6

e C-4 de pirimidinas adjacentes. (b) A formacao de um dimero
de pirimidina introduz uma curvatura ou torcdo no DNA.



Mas as lesoes podem ser reparadas nas células humanas!

100

% de
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Mas outras lesoes podem ser provocadas também por outros eventos!!

mutagenos
Respira¢io: Ultravioleta do SOL qu1micos

radicais de 0X1gen1o
Cigarro polulgﬁo Dro gas

quimioterapicas
para cancer...




Essa ¢ uma outra lesao provocada por agente quimico!!!!

CaHs
!
N O O CH;
Za\ / N\ /
C—i C—C
7.\ /0 N\
—C N---H—N C—H
\_4 -/
A /Y
H—hR—h0
Guanina 6-etilguanina Timina

FIAVR [F AN Conversdo da guanina em 6-etilguanina pelo agente alquilante etil-

metanossulfonato (EMS). A 6-etilguanina pareia com a timina.

Que tipo de consequencia voce ve aqui?



Mas as lesoes podem ser expontaneas!!!!
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Citosina Uracila
CH,
- NH, =
.
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FIGURA 12-8 Desaminacdo de bases nucleotidicas pela
hidrélise espontanea. Nessas reacdes de desaminagao, \ \
somente a base é apresentada para cada residuo de nucleoti- . : |
deo. (a) Uma reagdo de hidrélise em que a dgua é adicionada
a citosina, resultando na desaminac¢do a uracila e amdnia.
Um mecanismo similar ocorre em outras desaminagdes. (b)
Reagdes de desaminagdo comuns resultantes da hidrélise de
nucleotideos no DNA.

Qual o problema de vocé trocar uma citosina por uma uracila ou timina?



Outras lesoes podem ser expontaneas!!!!-

Sitios abasicos ou apurinicos e apirimidinicos

OH

Mais de 10.000 reagcoes dessas ocorrem em uma celula, por hora a 37°C!



O oxigénio que respiramos pode oxidar o DNA!!!!

(®) Glanti) == C(anti) B-OxoG(anti) == C(anti)
H H
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O que esse pareamento pode resultar na célula?



E a célula tem como se defender dessas lesoes?

DOETX

v

Reparo Recombinacao
Excisao de base Homologa
(BER) v (HR)
Reparo Excisao de Reparo de Reparo de extremidade
nucleotideo Mismatch Nao homologas

(NER) (MMR) (NHEJ)



E se as lesOes nao forem reparadas?

Poluicéo Radiacao Quimioterépicos} [ Luz solar } [Rad?cgi; de} [ f_—'umar }
oxigénio cigarros

v

[ Principais consequéncias das lesdes J

! !

[ Mutacdes ] {Morte celular]
[ Evolugéo ] { Céncer ] [Envelhecimento]




Xeroderma pigmentosum (XP) — pele seca e
pigmentada (nas regioes expostas a luz do sol)

Doenca genética primeiramente descrita em 1874 por
Moritz Kaposi e Ferdinand von Hebra
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Células de pacientes Xeroderma Pigmentoso (XP)

100

% de
lesoes

nao reparam lesoes UV!

__ Pacipntes XP!
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ok, Células XP sao hiper sensiveis e
g : z o :
P Hipermutaveis apés UV.
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!é-... ¥  Por que esses pacientes XP tem cancer de pele?
g

‘fhi Lesoes no DNA-> mutac¢oes-> cancer!



Alguns (20 a 30%) desses pacientes tem problemas
neurologicos e envelhecimento precoce!

Exemplo de uma paciente XPA- (XP12BE)




Outro exemplo de paciente XPG

4 months 18 months 6 years old



No Brasil devemos ter entre 200 a 1000 pacientes, mas em
Goias temos uma comunidade inteira afetada, devido a
casamentos consanguineos




Doencas genéticas com alta frequencia de cancer podem estar
Relacionadas a reparo de DNA!!!!

AV R ERER Dois individuos com xeroderma pigmentosa. O garoto de 4 anos de idade, a

esquerda, apresenta nitidas lesGes cutdneas, induzidas pela luz solar. Sdo visiveis as pintas aver-
melhadas (eritema) e as mudangas irregulares na pigmentagdo, em resposta a lesdes celulares. Em
seu nariz ha dois canceres nodulares. A garota de 18 anos de idade, a direita, foi cuidadosamente
protegida da luz solar desde seu diagnéstico de xeroderma pigmentosa, na infancia. Varios canceres
foram removidos e ela obteve sucesso trabalhando como modelo.

Descoberto em 1968, por James Cleaver!



Reparo excisao de nucleotideos

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR
TRANSCRIPTION COUPLED GLOBAL GENOME
S
MR ypct - TOOK
XPE ..
--» DNA
DAMAGE

RNA POLYMERASE

DNA UNWINDING AND
ssDNA STABILIZATION

—

( i;igase I

XPF AN s

EXCISION OF STRAND CONTAINING

DAMAGE AND GAP FILLING LIGATION AND DNA REPAIR



Células de pacientes XP nao tem sintese de reparo de DNA!!!!

A
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5 = 3 5 = 3
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D 3 5 o 2 ’
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FHJ-TAR detectada |
por autorradiografia v,

Flgura 4.10 O teste conhecido como UDS torna possivel verificar, por autorradiografia, a sintese de DNA (por incorporagdo de timidina-*H, ou
*H-Tdr) que ocorre em células irradiadas com luz UV, mesmo naquelas que nao estdo na fase S do ciclo celular. Células provenientes de pacientes
XP, por apresentarem deficiéncia em processos de reparo de DNA, ndo apresentam essa sintese UDS.

Exceto pela XP variante! Defeito na replicacdo da lesao!

Cé¢lulas XP sdo sensiveis a luz UV e mutam apos UV!
Primeira correlacdo clara entre mutacao e cancer!



Questao 4:
Como lesoes nao reparadas podem resultar em mutacoes?

1.Ao replicar a lesao pode haver incorporacao de um
nucleotideo errado, provocando mutacoes.

2.A lesdo ja ¢ uma mutacao e se nao for reparada vai passar
para a fita filha durante a replicacao.

3.A lesao é sempre reparada, pois o sistema de reparo ¢ perfeito,

s€m €rro.



A lesao pode ser replicada com erro!




E 0 que sao mutacoes????? Elas podem ser pontuais:

5' AGCTA 3'
3' TCGAT 5'
—
Transicao Transversdes
5 AGTTA 3’ 5" AGGTA 3’
3' TCAAT 5 3' TCCAT 5’
ou
5' AGATA 3’
3' TCTAT 5

FIGURA 12-1 Mutacodes pontuais de transicao e transversao.
O DNA parental (topo) contém um par de bases C=G. Exis-
tem duas mutacdes pontuais possiveis: uma translesdo (a es-
querda), em que uma purina (G, nesse caso) é modificada por
outra diferente (A), produzindo na replicacao um par de base
T=A, ou uma transversao (a direita), em que uma pirimidina
(C, nesse caso) é modificada por uma purina (G ou A) para
produzir um par de base G=C ou A=T. (Para revisar a ligacao
de hidrogénio entre os pares de base, ver Figura 1-3.)

O que sao mutagoes: transicao e transversao ?



Transicoes e transversoes... Qual deve ser mais comum?
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Essas mutacoes pontuais podem ter efeito nas proteinas
que sao codificadas pelos genes:
Podem ser silenciosas, sem sentido ou perda de sentido

Point mutations
No mutation 2 | i

Silent Nonsense Missense

conservative non-conservative

DNA level e TTT ATC GE TGC
mRNA level AAG AAA UAG AGG ACG
protein level Lys Lys STOP Arg Thr

< HN NH,’
-‘l'{_‘ -l'ij. - Y -
-q_f X



Mas também podem acontecer Insercoes e delecoes!

208088

Insertion

208088

!

20088

Deletion



Essas mutacoes também podem afetar a leitura de proteinas!

(a) Fase de leitura de cédons em triplete com um cédon de inicio ATG e um cédon de parada TAG

ATG TCC AGTAGGGTAAGT TAC ATG CGAGCTTTT AGTTCC TAC GAGGTA AGT CCT CATAGGGAGGTAAGT CCC TAG
Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr AMet Arg Ala Phe Ser Ser Tyr Glu Val Gly Pro His Arg Glu Val Ser Pro Parada

Sitio de delegdes

e insercoes em (b)
(b) i
-1Delecdo ATG TCC AGTAGGGTAAGT TAC.TGCGAG CTTTTA GTT CCTACGAGGTAAGTC CTC ATA GGGAGGTAAGTCCCTAG
(-A) Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr:Cys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada

-2 Delegdo ATG TCC AGTAGG GTA AGTTAC GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAGTCC TCATAG GGAGGTAAGTCC CTAG
(-AT) Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr:Ala Ser Phe Parada

- -

+1Insercdo ATG TCC AGTAGG GTAAGT TAC CAT GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAGTCC TCATAG GGAGGTAAGTCC CTAG
(+0) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriHis Ala Ser Phe Parada

+2 Insercao ATG TCC AGTAGGGTAAGT TAQACGA TGCGAGCTT TTAGTT CCTACG AGG TAA GTC CTC ATA GGGAGGTAA GTC CCT AG
(+CG) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriArg Cys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada




Essas mutacoes podem ser induzidas por agentes que lesam o DNA!

20

% de recessivos letais ligados ao X
—
=
I

1000 2000 3000 4000 5000 6000
Dose de raios X (roentgens)

FISLVW [FUBN  Grafico da porcentagem de mutagdes recessivas

ligadas ao X induzidas em Drosophila por doses crescentes de raios
X. O prolongamento do gréfico intercepta os eixos no zero, como é
demonstrado pela linha tracejada.




Teste AMES — testando substancias mutagénicas em bactérias!

possible
mutagen
rat liver

extract plate

l .

plate

Salmonella strain
(requires histidine)

media with
minimal histidine

a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen

causes mutations

incubate

incubate

_—> -

control plate
(natural revertants)



Pyrimidine dimer in UV-exposed DNA

Na década de 1940, foi descoberto que
as células se defendem das lesoes!

Complex of DNA with
photoreactivating enzyme

Mecanismo de reparo dependente de
Luz visivel: fotorreativacao!

marsupials

Placental
insect mammals

fishes

yeast

bacteria




Com mutantes de E.coli, se descobriu que temos reparo no escuro!

Dimero
de timina

S T T ey 3!

3 e e e e e 5’

5' __________ 6 __________ 3,
3 e B cm e 5

R
K el 5’

UwD TN 1213 nucleotideos
5’ _______________ 3’
Kt et et ettt 5
Ligase Pol |
Y
ST —\s_!_l_\,f_\_Fﬂ_\_l_l_i_ TS
3 St 5’

A lesao é retirada da molécula de

DNA,

usando a fita complementar como

molde!

FIGURA 12-24 Reparo por excisdo de nucleotideos em E.
coli. A via NER utiliza diversas proteinas, inclusive UvrA (ver-
melho), UvrB (roxo) e UvrC (verde), que reconhecem a lesdo
e produzem incisdes em cada um dos lados, permitindo que a
UvrD (helicase Il) desloque uma parte do DNA com lesdo. A
lacuna na fita simples é preenchida pela Pol |, e 0 DNA é sela-
do pela ligase. Um caminho de reparo acoplado a transcrigdo
(TCR) pode ainda ser seguido, quando a RNA-polimerase
trava em uma lesdo na fita codificante. Depois que a RNA-po-
limerase é deslocada, a reacdo procede como demonstrado
aqui, utilizando de UvrA a UvrD, Pol | e ligase.



Com mutantes de E.coli, se descobriu que temos reparo de
bases alteradas!
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M Reparagdo por excisdo de base (BER) completa-

da pela uracil-DNA-glicosilase, pela AP-endonuclease, pela DNA-
polimerase e pela DNA-ligase. A uracila é reconhecida como uma
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Esse sistema remove bases pouco alteradas, e
ficou conhecido como reparo excisao de bases!
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Figura 4.12 O reparo excisao de base atua na identificacao e remocao
de bases com lesdes que provocam pouca distor¢ao na dupla-hélice.
Inicialmente, a base lesada é retirada por meio de uma atividade gli-
colitica, e posteriormente o sitio AP formado sofre a acao de endo-
nuclease. A lacuna formada é posteriormente preenchida por DNA
polimerase e ligase.




Processos podem reparar duplas quebras no DNA-
Sistema CRISPR/CAs9sao usadas no !!!!
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Figure 3. DNA break repair via homologous recombination (HR)
or non-homologous end joining (NHEJ).



Processos de recombinac¢ao também podem reparar o DNA!!!!
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Processos de recombinacao podem provocar
Crossing over e também conversao génica! Como?
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Angelina Jolie tem defeito genético no gene BRCAI,
que participa do reparo de recombinacao homologa!!!!

Angelina Jolie retirou os seios para evitar cancer

A mutacao que ela tem em BRCA1 é dominante (BRCA1+/-)

Mas nas células tumorais desses pacientes ela ¢ (BRCA1-/-)



E bases mal emparelhadas também podem ser reparadas!!!!
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Em algumas bactérias o DNA molde esta metilado
e com isso pode ser identificado!
Veja 0 modelo de reparo de mismatch!
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O Reconhecimento pode ser distante do mismatch
por proteinas “MutS” (altamente conservadas!!
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Figura 4.13 Esquema que indica as principais etapas do reparo de
mismatch em células humanas. Apés o reconhecimento das bases mal
emparelhadas, o sistema de reparo deve escolher a fita a ser eliminada,
e esse mecanismo de escolha ainda nao é claro para células humanas.



As proteinas MutS funcionam como um dimero e
parecem uma mao em reza!
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Consideracoes sobre reparo de mismatch:

1.Genes humanos foram clonados por serem
similares (homologos) aos genes bacterianos!

2.Deficiéncias nesses genes pode levar o paciente a
ter cancer de colo hereditario!

3.No reparo de um par G:T sempre ¢é retirado o T,
por que?



The Nobel Prize in
Chemistry 2015

Photo: Cancer Research Photo: K. Wolf/AP Images Photo: M. Englund,

UK for HHMI UNC-School of Medicine
Tomas Lindahl Paul Modrich Aziz Sancar
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

The Nobel Prize in Chemistry 2015 was awarded jointly to Tomas
Lindahl, Paul Modrich and Aziz Sancar "for mechanistic studies of
DNA repair”.

Philip
Hanawalt

Ele deveria estar
na lista, por sua
descoberta do
reparo de DNA

em bactérias em
1963!!



Help!
T’'m loosing him!

NO worries!
First we need to
remove the ones
turned into 9ray

http://biocomicals.blogspot.com



