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Estrutura do DNA

Composicao quimica e numeraciao dos atomos
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Afinaloque e 3’e b5’ ?
Ligacao 3°-5’ fostodiéster
entre as pentoses para
formar o DNA




Modelo da
dupla hélice
do DNA

Watson e Crick
1953
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Estrutura do DNA

Modelo proposto por
Watson e Crick 1953

Razao de bases do DNA yA
Organismo A T G C

Difracao de raio X

26,0 23,9(24,9 25,2
Levedura 31,3 32,9118,7 17,1
oliidleerelor sl 32,8 32,1 1117,7 18,4
28,6 28,4 21,4 21,5
Humano 30,3 30,3|19,5 19,9




Estrutura do DNA

Possibilidades de pareamento das bases

Pyrimidine + pyrimidine: DNA too thin O ‘ "R
Op’ oo
q " J o~ \ 7
"
e
Purine + purine: DNA too thick CQ CO &
O~ "/.::; Q
Purine + pyrimidine: thickness compatible \>
with X-ray data “




Quais sao as funcoes do DNA?
*Replicacao (duplicacao): preservacao da
espécie por que ¢ o material genético

*Transcricao: sintese de RNA (splicing)

*Traducao: sintese proteica




Figure 1.6 The double
helix maintains a constant
width because purines
always face pyrimidines in
the complementary A-T
and G-C base pairs. The
sequence in the figure is
T-A

c-G

A-T
G-C

Replicacao acurada do DNA

* Purina so se pareia com
pirimidina

*2 cadeias de
polinucleotideos sao
ligadas por pontes de
Hidrogénio (2 ou 3)

* Cadeias polinucleotidicas
sao antiparalelas




A replicacao do DNA ¢é semiconservativa e a
sintese das fitas de DNA ¢é semidescontinua
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A sintese de DNA so0 ocorre no sentido 5’ para 3’



Replicacao
do DNA e os
fragmentos
de Okazaki
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Transcricao: um tipico gene
humano

Fatores de transcricao atuam na regiao promotora dos genes




Transcricao: Regiao promotora dos genes

(a) Strong E. coli promoters

tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG: CGTCATTTGATATGATGC-GCCCCGCTTCCCGATAAGGG
rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA - - TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA+ +GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn (DXE), CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA - - GAGGAAAGCGTAATATAC -GCCACCTCGCGACAGTGAGC
rrn E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG+* - GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn A1l TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG+ - AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG+ - CGGGAAGGCGTATTATGC -ACACCCCGCGCCGCTGAGAA
A PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA-CCTCTGGCGGTGATAATGG* « TTGCATGTACTAAGGAGGT
APL TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA«CCACTGGCGGTGATACTGA - - GCACATCAGCAGGACGCAC
T7 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA-AGTAAACACGGTACGATGT -ACCACATGAAACGACAGTGA
T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT +CTAACCTATAGGATACTTA - CAGCCATCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC - AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd vill GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT+»+TCGCGCTTGGTATAATCG CTGGGGGTCAAAGATGAGTG
-35 -10 +1 >

(b) Consensus sequences of promoters

-35 region - 10 region

TTG. TR PPy T

TATA box: regiao conservada no promotor



Inicio da
transcricao

Core enzyme

Sigma factor

R

Holoenzyme

Promoter region

Polymerase binds
RNA polymerase scans to promoter region,
double helix forming a closed complex

(b)

Polymerase
unwinds DNA,
forming an open complex /

(c)

Transcription begins
SAAAAAAAAAAANAAATS

Holoenzyme



Transcricao: A sintese do pré-mRNA
¢ fiel ao DNA

Growth at 3’ One strand
end of RNA of DNA
being

Template Nontemplate
strand strand
Complementary

[AGCGC DNA strands

Locally unwoung segmet of double hel

Nontemplate strand 5° - CTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGATCTGCGCTGC - 3 } —
Template strand 3' = GACGGTAACAGTCTGTACATATGGGGCATGCAGAAGGGCTCGCTTTTGCTAGACGCGACG - &

T > U

-3




RNA polymerase

Término da
transcricao

Complementary 4
base pairing

RNA transcript



Transcricao genica e Traducao

Procariotos

Prokaryotes

RNA polymerase

Polycistronic
mRNA

mRNA is translated
while it s still
being transcribed

(5

Eucariotos

Eukaryotes

N T SO

RNA polymerase

Monocistronic mRNA

< Poly(A) Addiion

AAAAAA (3)
Tail
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Nucleus
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Nuclear pore

e e s
mRNA must exit from

(Y the nucleus before

it can be translated

(5" EEREGHRS AAAAAA (3




Descoberta do
Processamento
do
RNA

(Intron e Exon)

Hibridacao
DNA-RNA
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Passos do processamento do RNA

[€ Ovalbumin gene, 7700 base pairs ,I
[l 1 2 3 4 5 6 .
! \ _
. intron Exon \l/ Transcription
Primary mRNA transcript
k 1.2 3 4 5 6 :
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A B C D E F G
J, Capping and
Cep polyadenylation
L 1 2 3 4 5 6 y
[ N I D N 0
Splicing eliminates Poly(A) tail
five intron transcripts
L
. \12 34 5 6 7
g T -
intermediate 3 -

Splicing eliminates
two more intron transcripts

L
\ 123456 7

Mature ovalbumin . |

messenger RNA
4——1872 nudeotides—g



Mecanismos do processamento do RNA

I Exon 1 1 Intron Exon 2 I

b

OH Intron

Splicing enzyme

2\

(c)
Processamento por

Auto splicing spliceossomo



Traducao: Caracteristica dos ribossomos

rRNA Proteins Subunits Assembled
L1 L2 L3 ribosomes
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Traducao: Reconhecimento do mRNA
a0 ribossomo

3' end of 16S rRNA

' W RE W 3
5  i:i::is mRNA
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Methionine N-Formylmethionine



Traducao: Sintese protéica




Traducao: Codigo Genético é
Universal e degenerado

Primeira posicao

U
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Destino das protelnas sintetizadas por eucariotos
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Cerca de 1,5 % do genoma
humano codifica proteina

Como explicar a complexidade
do genoma humano?



A quantidade de DNA nao codificador de proteinas
esta relacionada a complexidade dos organismos

5
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Percent of DNA Not Coding for Protein

Prokaryotes One-celled Fungi/  Invertebrates Chordates Vertebrates Humans
eukaryotes Plants



Visao da atividade génica em eucariotos

NEW VIEW OF GENE DNAgene
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Diversidade funcional dos RNASs

Estes RNAs participam em inumeras funcoes celulares como a sintese
proteica, o desenvolvimento embrionario, diferenciacao celular,
estabilidade genomica, estabilidade do mRNA, estrutura da cromatina, etc.




Processamento alternativo do RNA
(splicing alternativo)

_Exons
e T~
.-f"’_-, \\\\
B B

DNA

Pre-mRNA

RNA splicing | or

maturemiNA NN R

Figure 6: Alternative RNA splicing.
Production of two different mRNAs from the same gene.

Produz 2 diferentes RNAs a partir do mesmo gene:
2 isoformas proteicas



Processamento diferencial do gene da tropomiosina

Primary
pre-mRNA
transcript
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Mutacoes que atetam o splicing normal do gene
da p-globina causando a j-talassemia

Padrao normal de splicing

Sitio doador do intron Sitio aceptor do intron 2@

B
Mutacdo que destréi um sitio de corte ace,te. normal e ativa um sitio crig.icv
Mutagao 1509m—"'""5"‘”' sphicing a partir do sitio mutante
sitio aceptor uso de um sitio cript no intron 2
do intron 2 em

Exc Intron 2 won2 Exon3
/ / Intron 2 | Exon 3
Sitio aceptor criptico do intron 2 TTTCTTTCAGIG Mutagao " ....CGG | CTC.....
Sitio aceptor consenso  YYYYYYNYAG|G Intron 2 | Exon 3
Normal: .....CAG | CTC.....

C

Mutacédo que cria um novo sitio de corte aceptor dentro de um intron

N " uso reduzido de um sitio normal ndo afetado
Mutacgdo B* nointron 1pb 110 — ,
em um sitio aceptor critico T uso preferencial de um sitio mutante

10%

Exon 1 on & Intron 2

L— Sitio normal de corte ndo afetado
/ Novo sitio de corte no intron

Mutacao i CCTATTAG|T
Sitio aceptor consenso YYYYNYAG
Sequéncianormal CCTATTGGT



Cerca de 1,5 % do genoma
humano codifica proteina.

Mas pelo menos 85% do genoma
eucromatico € transcrito. Além
disto, existe o splicing alternativo.

Isto explica a complexidade do
genoma humano.



Conclusao

Cada célula contém muitas copias de um genoma mitocondrial circular
e apenas uma copia do genoma nuclear. O genoma mitocondrial ¢é
similar ao genoma compacto bacteriano. No entanto, 0 genoma nuclear
humano é complexo em sua organizacao, sendo que somente cerca de
1,5% codifica proteinas.

Ao contrario do que se pensava ha relativamente poucos genes que
codificam proteinas no genoma humano. Sao cerca de 25.000 genes que
variam muito em tamanho e organiza¢ao, com éxons geralmente
separados por grandes introns, que contem geralmente sequencias de
DNA altamente repetitiva. A distribuicao dos genes no genoma nao é
uniforme, sendo que alguns genes funcionalmente relacionados estao
dispersos nos cromossomos e outros agrupados.

A maior surpresa da era pos-genomica € o numero e a variedade de
RNAs nao codificantes transcritos a partir do genoma humano. Sabe-se
que 85 a 90% do genoma eucromatico é transcrito. Além dos ncRNAs,
ha varias classes de pequenos RNASs regulatorios e milhares de
diferentes ncRNA longos. A visao do genoma humano e sua
funcionalidade vem sendo radicalmente alteradas.
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Exercicios de revisao 2

1. Se o conteudo GC (guanina-citosina) de uma molécula de DNA de um
mamifero ¢ de 56% quais sao as porcentagens das quatro bases (A, T, C, G) nesta
molécula?

2. O DNA de um virus tem 25% de A, 33% de T, 24% de G e 18% de C. Como
voce interpretaria este resultado?

3. Porque a sintese de DNA ¢ continua em um filamento e descontinua no
filamento oposto?

4. A quantidade de sequéncia de DNA nao codificadoras de proteinas aumenta
proporcionalmente com a complexidade dos organismos. Comente e explique.

5. O que é splicing? O que é splicing alternativo?

6. O que voce entende por processamento do RNA tecido-especifico?

7. O processamento do RNA pode ser afetado por mutacao? Explique.



