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Origem da primeira forma
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Agregacao de bases
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Nitrogencus

Ribonucleic acid

Bases do Material Genético
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Co-linearidade:
DNA = mRNA-> cadeia
polipéptidica (aminoacidos)
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Biologia Molecular — estudo do DNA, dos
genes e da expressao e regulacao genética

DNA
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DNA & RNA

O Humano descobre o DNA

O inicio

DNA & RNA



Gendmica € mais do que conhecer
a sequéncia do DNA !!!

ictitictalqg aagitaatag aaaatiqgic acaaaagaat actaatactt caacciatoc actaaatica aatgaalgit tcaaaaacaa aattggttat
qqcatcacaq tttatcacat gattitatta tagaaggata gaagtagaaa aataaacata taagaagaac ajagaaaaqco acaatgoctg
icictatcag caaataaaat atttgtatgt tggtagctit igagctacat agaacalatt catataaaaa acaatccaat gtticattit tcagtticca
ctctctiatt caccaatgat agactittct tgectticat aaaasagata tataaaccaa aatgagiiga tactitaata tagcatatta attatagaga
agtttacect tcactcatit taaagatgte ataaagetaa aataactaat ttageatgic alcatocaaa gaatgectec atictattta atcataaalg
tggctaagic aattittaca catattcttg aattatgaaa ttaagatatt aatiattitc teatttictt citticcaaqg ggagctqatt cacatgeaaa
qqtaagacat titcatttac tggaaaactt gataattaat catatatiga atttttaatc tittcttiit atttcataga gacatcatqg gtataaaaga
aaattccatg taagigttct teigataatg tgeacteiga ataagttttc ticictgact atttaticlc ctagaataat igatagitat cicicaaata tattiatatc
attaatiqct aaaqgtgiaca ttgatitcat ttatictigt tacagaggta aaaggicaca aaaatctigt gitctaacaq catticaacq gaaactcaat
facaciciga ataagicaat tticaattat tctitgagaq citaagiatc tttcicttat aaataatiac attgacctaa agaataqttc cltaattctat
qgaataaticc taatictalg aagtataaca tatgectaat gaageataga gootacceat gitaalgiggt tictatctia taatattiga ggatgataaa
qgiciitaaat taaactiact gigctaaatt agacagaaaa tittattiaa catttiicta aatgiatgta taaaaatatc atattatitt gaccictaat atcagiatga
ataggqgiic aaaagiictyg cltactaata tagcaagliat atgigitaaa aageactaaqg taaaatgalg cataaaaagg aalgaggact gittgigita
acaqcaqtgg gtalgaaaga atgtaggagt tgttagagaa agiaagcica ttaaaagaat aagatgaaga aacaccacct aagitggaaa
cggiaacttt ctectocceq tiatactcaa tgtigggeaa aatagiaact tggaggtaat gtigttaaga agatttaaaa cogitigga gaggtigect
ataatcagitg ticcaacatt tattatiger acaaaaatat caacacacaq taaatactit

Onde estéo os genes?
O que fazem os genes?
O que acontece quando alguma coisa corre mal?



Clonagem
DNA Recombinante

Gene

Expressao genética
Gendmica

Terapia genética (génica)
Organismos transgenicos

Gene 1

Gene 2

Chromosome

Genes
www.montana.edu



Mapeamento genético
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Compreender o genoma torna possivel:
v Novos conhecimentos sobre estruturas/funcdes normais
v Reconhecimento de risco de doenca

v Delineamento de novas estratégias contra as doencas
(herdadas ou adquiridas)

Identificacao de alteracdes num so
nucledtido

Normal Patient Normal: ACCTCGGGAA

v

Patient: ACCTCA/GGGAA
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Alinhamento de sequencias de DNA de varias espécies



Arvores filogenéticas

Human -'.'
Mouse Q
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Zebrafish "
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Gregor Mendel
1822 — 1884

Nasceu em Heinzendorf, na Austria. Filho
de fazendeiros, tinha dificuldades
financeiras para conseguir estudar.

Em 1843, ingressou como hovigo no
mosteiro de agostiniano da cidade de
Brinn, na atual Republica Checa.

A observacao minuciosa do mundo que o
rodeava valeu-lhe o reconhecimento para

a histdria da vida.

Em 1865 estabelece a nocao de Gendtipo

a partir do Fendtipo.



Genomic achievements since the Human Genome Project b
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O genoma



DNA e RNA — Estrutura quimica

Componentes:

v" Aclcar — desoxirribose (DNA) ou ribose (RNA)
v" Grupos fosfatos

v" Bases azotadas

Comuns: Adenina, Citosina, Guanina
DNA: Timina

RNA: Uracilo . double stranded DNA
e Hydrogen bond
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Cadeias polinucleotidicas direcionadas:
5 —=3
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3 .OHdeoxyribose

academic.brooklyn.cuny.edu
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Bases azotadas
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Piridinas Adenina Guanina
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Pirimidinas Citosina Uracilo Timina

CHaj



Bases azotadas

Bases azotadas presentes em ambos os acidos nucleicos:
Adenina
Guanina
Citosina

Base azotada presente apenas no DNA:
Timina Ambas ligam

a Adenina
Base azotada presente apenas no RNA:

Uracilo



Nucledsidos

OH OH OH

Adenosina 2’- desoxi timidina



Nucledtidos
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Emparelhamento de bases complementares

3 Ligacdes de hidrogénio

2 Ligacdes de hidrogénio A /N / \N- — = —-H—N \

Arranjo energeticamente favoravel



Os “esqueletos” acucar-fosfato enrolam em torno um
do outro — DUPLA HELICE
¢ (estrutura secundaria)

Cada volta (3,4 nm, passo da hélice) da hélice
corresponde a cerca de 10 pb (10,4)

Cadeias ANTIPARALELAS

As 2 cadeias tém sequéncias de nucledtidos
COMPLEMENTARES




COMPLEMENTARIEDADE

Regras de Chagraff

“* A composicao em bases varia entre espécies
*** DNA de diferentes tecidos da mesma espécie tem a mesma composicao

**» Qualguer que seja a espécie, os pares de bases sdo sempre 0s mesmos:
Adenina — Timina
Guanina — Citosina

Piridina — Pirimidina

_ A+G
T+C

O o




A DUPLA HELICE
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Em condicOes fisiologicas normais, a dupla hélice enrola para a direita — FORMA B

Os “sulcos” existentes na estrutura (maior e menor) tornam as bases azotadas
acessiveis a moléculas que se ligam as DNA (ex.: proteinas)



A-DNA

FORMA A — Forma-se em situacées de baixa humidade, mais compacto, 11 pb/
volta; Também em hélices RNA-RNA e RNA-DNA

FORMA Z — Forma-se em moléculas de DNA pequenas com piridinas-pirimidinas
alternadas; hélice para a esquerda

Tripla hélice —so in vitro



( 1
LigacOes de hidrogénio

Interagdes hidrofdbicas b Bases azotadas
Forcas estabilizantes <
Forcas de van der Waals
/
Ligacdes idnicas — Grupos fosfato/Mg?*
\
NH; #]
Adenine I'hymine
R Hvdrogen Bond Dono
Hydrogen Boand Acceptor
Cruanine o Cvtosing P-‘lli
{ ,[ 2
M 07 N |

usmle-review.org



RNA

RNA Designac¢ao Tamanho Funcao
tRNA Transferéncia Pequeno | Transporta aminoacidos
(73-94 nt)

rRNA Ribossomal Variavel Liga a proteinas para formar
ribossomas

MRNA | Mensageiro Variavel Direciona a sequéncia de
aminoacidos das proteinas

SNRNA | Curto nuclear Pequeno | Processa mRNA inicial

(100-200 nt) | (eucariotas)
miRNA | Micro Pequeno | Afeta expressao genética
SiRNA | Curto de interferéncia Pequeno | Afeta expressao genética

(20-30 nt)

Tem utilidade na investigacao




Estruturas secundarias mais simples
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Double-helical
stem region
é %
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Hairpin
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centenas de nucledtidos
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codon in mRNA

anticodon —»
in tRNA

TRNA

RNA molecule’s
attachment site

OH

tunnel

rRNA

small ribosomal subunit large ribosomal subunit intact ribosome



Como ficou estabelecido que o material genético é um dcido nucleico?

Como ficou estabelecido que era o DNA?

1928 — Fred Griffith
Experiéncia realizada com Diplococcus pneumoniae — bactéria
causadora da pneumonia

Estirpe “lisa” — S (smooth) — Virulenta
(COM céapsula de polissacaridos) =

-
~

!‘)":' ~
s

Estirpe “rugosa” — R (rough) — Nao virulenta
(SEM capsula de polissacaridos) ¢

‘\

-~
o,



Suspensao de

Bactéria Tipo S, morta
bactérias Tipo S

/
"

\\' ',

Suspensdo de
bactérias Tipo R

Bactéria
Tipo R, viva

Suspensdo de

bactérias Tipo S,
mortas pelo aa
calor \ /Y

Suspensdo de
bactérias Tipo R vivas
P

Bactérias Tipo S,
mortas pelo calor

Bactérias TipoSe
bactérias R, vivas

Algum “principio transformador” da estirpe S morta converteu a estirpe R
a uma forma virulenta, permitindo a sintese do revestimento de polissacaridos



1944 — Avery, MaclLeod & McCarty

Conseguiram transformar bactérias in vitro
Observaram a formacao do revestimento polissacaridico ao microscopio

Obtiveram um extrato contendo apenas o revestimento

Trataram esse extrato com varias enzimas

e tsolamento dos constituinges bacterianos
Suspensho I/ " "
do bactérias lff‘ ! ! B
Tipo S i
#  Glickios Lipidos Proseinas ONA

E | @] I

Suspensio N ”"' -

debactérias N . N .
Tpo R "" ! "‘: ¥
§ A
o’ v v | e
i - ! g " —
Py 4% - - ) o ]
') - > - - 2
O O O a5
\ - . v > < Jéiv—
) P e L Bactérias Tipo S
e @ bactévias Tipo R,

Vivas

sites.google.com/site/geologiaebiologia




1944 - Avery, MaclLeod & McCarty (cont.)

Extrato Extrato tratado
+ +
DNase Estirpe R
Extrato Extrato tratado Szt
Protease Estirpe R D
Extrato Extrato tratado DTN
+ q + ﬁ . \’ 5 B ),
RNase Estirpe R D

Genes sdo constituidos por DNA



1953 - Hershey e Chase - Experiéncia com culturas de bacteriéfagos
(Primeira utilizagdo de radioisétopos em estudos deste tipo)

© Mix radioactively © Agitate in a blender to € Centrifuge the ©) Measure the
labeled phages with separate phages mixture so bacteria radioactivity in the
bacteria. The phages outside the bacteria form a pellet at the pellet and the liquid.
infect the bacterial cells. from the cells and bottom of the test
their contents. tube.
~ a_—Radioactive O _ . {—Empty
; ”"‘93{ I protein 8 & protein shell Radioactivity
() g:&eo :igs:jzll o1 pum Bacterium— WA §' ¢2—Phage In Bquid
i DNA | j/
Batch 1: — L DNA O %
Phages grown O
with radioactive
sulfur (°°S) - -
Centrifuge . e

Pellet

28
Batch 2: \&/R |

3 P

S ®

Phages grown adioactive
with radioactive DNA
phosphorus (*2P) ——t —_ (2o &
Centrifuge —_—
Radioactivity

Pellet in pellet

(b) The experiment showed that T2 proteins remain outside the host cell during infection, while T2 DNA enters the cell.

DNA € o material responsdvel pela hereditariedade



GENOMA

Molécula ou conjunto de moléculas de DNA (ou RNA, em alguns
virus), que contém a informag¢ao necessaria para construir e
manter um organismo vivo, e para passar essa informacgao para
geracoes seguintes.
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GENOMA: o tamanho ndo é proporcional a complexidade

do organismo

bean  lily

MOLLUSKS m
CARTILAGINOUS FISH m

BONY FISH Sassmmassion

AMPHIBIANS Essnvsnsdeimsmsbisans
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CELULAS
Procariotas e Eucariotas

Eukaryote = Prokaryote

| WO
10 um

Nucleolus

Capsule
Cell wall

Nuclecid

~——

Ribosomes

Cell membrane

Flagellum

http://dwilastin.edublogs.org



GENOMA - PROCARIOTAS

Nucleoid
v Haploide — 1 conjunto de genes
v 1 cromossoma: circular; cadeia dupla
v Auséncia de membrana nuclear
v Cromossoma sempre ativo: replicacdo
e transcricao continuas
Plasmids

PLASMIDEO

v Circular; cadeia dupla

v" Extracromossomal

v Replicacdo independente
v" Utilidade em laboratério

biology.kenyon.edu



Super-enrolamento — estrutura terciaria

Procariotas - DNA circular

/
s/

Nl

o ML, P
‘%‘%ﬂ%@*
A
)

J:

: 7
:;‘7' .
7;% Supercoil

Jerome Vinograd and his colleagues. They first detected DNA
——— supercoiling in small circular viral DNAs (1965)

ger ipl
©2008 W.H. Freeman and Company




Separacao de DNA relaxado e enrolado (eletroforese)

ABCD

— — —
yright © 2 arson Educa put ) a5 J 3 N
Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings \

(Molecular Biology of the Gene)

Figure 24-12
Lehninger Principles of Biochemist



GENOMA - EUCARIOTAS

v" Diploide — 2 conjunto de genes
(exceto células germinativas)

v Cromossomas homélogos tém os mesmos genes
embora com diferencas

v Cromossomas: lineares; cadeia dupla
v Membrana nuclear

v" Existe um ciclo celular ,G“
’
L
Y, .
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QOmtt + 4
g 42"

Figure 24-5b

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

SChOO/WOfkhe,per. het ) 2008 W. H. Freeman and Company



Cada célula (10mm) contém = 1,7-2 m de DNA que esta muito enrolado em
torno de proteinas para formar os cromossomas

A. Dupla hélice: @ 2 nm

B. Fibra de histonas: & 11 nm

C. Fibra de cromatina: & 30 nm

D. Fibra de cromatina enrolada: & 300 nm

E. Fibra de cromatina enrolada: & 700 nm
F. Cromatideos (metafase): &J 1400 nm
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ORGANIZACAO DO GENOMA

Procariotas
Em sequéncia
Regiao codificante continua

RNA-codiqg sequence

| - )
DNA mm Wm
Promoter Terminator

l Transcription |

Protein-codling sequence
| |

Leader Trailer

MRNA 5

-
&

l Translation'

.

Polypeptide

phschool.com



Eucariotas
Regiao codificante descontinua:

EXOES: aprox 150 pb

INTROES: 50 a 20000pb

(1 a 500 por gene) - Porque existem
' introes?

_____________________________________________

RN.&.-codiqg sequence

I
N SR
Fromoter . Terminator
Transcription I
‘C?D Exon Intlron Exon Intlron Exon Poly(4) tail
Pre-mRNA ° IS A A A A
Leader Trailer
RNA processing:
introns removed
Protein—codling sequence
| -
mRNA AbAAHT

1
l Translationl

Polypeptide Q

phschool.com



Informacao contida no DNA

v Necessaria a formac3do de proteinas
v Necessaria a formacdo de outros acidos nucleicos (RNA)
v Necessaria a regulacdo da expressdo da restante

informacao

Tipos de sequéncias no DNA

v'Sequéncias repetitivas

v’ Tipo satélite: Agrupadas = heterocromatina
v’ Teldmeros
v Centrémeros
v’ Dispersas = eucromatina (tipo SINE ou LINE)

v’ Sequéncias Unicas = eucromatina




GENOMA HUMANO

45%
Transposong

13%
21% SINEs
LINEs

8%
Retroviruslike

3% SSR

28.5%
Introns and
noncoding
segments

Figure 24-8
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Genes = aprox 30%
Exdes 2 1,5%

Transposoes
Longos
Curtos
Retrotransposoes

Outros
Sequéncias repetitivas
Pseudogenes, enhancers,
silencers, etc

JUNK DNA
Nao ativos

Proteinas nao ativas
Fragmentos de proteinas




DNA nao codificante e Regulacao Genética

Elementos reguladores da expressao genética

Enhancers

Mammal

I ‘ (Mouse embryo)
\J’ Enhﬁcers/

O Gene é essencial para o desenvolvimento do
cérebro, ouvidos, olhos e coluna vertebral

-

/
\5’ Enhancers

Ligam-se especificamente ao promotor de um gene, activando a sua expressao



DNA nao codificante e Regulacao Genética

Elementos reguladores da expressao genética

Silencers

Mammal
(Mouse embryo)

5’ silencers 3’ silencers

Silenciamento do gene de forma a regular
a expressao e dirigi-la sé para o olho

Unem-se especificamente aos enhancers, impedindo a ligacdo destes com o
promotor do gene
Expressao genética selectiva ou auséncia de expressao



DNA nao codificante e Regulacao Genética

Elementos reguladores da expressao genética

Insulators

——— o —
— —
—
—
~—

insulator

Bolqueiam a unido entre enhancer e promotor num entorno genémico.



DNA nao codificante e Regulacao Genética

Elementos reguladores da expressao genética

Enhancers + Insulators

" Transcription Factor CTCF (D Cohesion
- [ | I
Enhancer ' Insulator o Promoter Gene Exon

Choice of Enhancer or Insulator

Transcriptional Repression Transcriptional Activation




DNA nao codificante e Regulacao Genética

v Elementos reguladores da expressao genética

v S30 usados como elementos para o estudo da expressdo dos
genes

v" A maioria est3o altamente ultra-conservados na evolucio

v O estudo sobre o funcionamento destes elementos é recente

v’ Est3o intrinsecamente ligados a arquitetura gendmica (orgnizacdo

espacial do DNA + Cromatina)



Heterocromatina e eucromatina

Heterocromatina — forma mais compactada, resistente a

expressao genética

Eucromatina — forma mais distendida

Telomeres

/\\
N

Orange-colored
regions indicate

" heterochromatin.

Centromere

Euchromatin 1 I

Heterocromatina associada ao
envelope nuclear; interrompida nos

poros

Nuc;lear'
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Estrutura da cromatina

Cromatina — Associacao entre DNA e Proteinas

Nucleossoma — estrutura mais simples de enrolamento do
DNA

Proteinas: Histonas
Proteinas cromossomicas nao-histonas

DNA N The Niucleosome "Beads-tnea-String™ ‘The 3finm Fibre Active Chromosome The Metaphase Chromosome

] !
Isoiated patches, Genes under active transcription. Luss active genes. During interphase. During cell divisiorn.

|
| i { | !

Add furtiier scaffold proteins. Add furtiier scaffold proteins.

TN TN




Arquitectura Gendmica

Gene A
. DNA
expression
Unpacked nucleosomes
Packed nucleosomes
Extended chromosome
Condensed chromosome
Chromosome
Packed
information
Adapted from: Felsenfel and Groudine. Nature, 2003




Nucleossomas: 12 nivel de organiza¢ao (com as histonas)
(“colar de contas”, beads on a string, nucleossome core particle)
- Reduz para cerca de 1/3 o comprimento da cadeia

.I ‘. .' J? - -
ool (Y ﬂ-!i E‘: .FL":LJ;* L -,Ir',;;._
@Eﬁﬁ?’; g;}ﬁ'ﬁ? {hmirfr:r*FJET S ;3.‘-"1-“.-7.--."'-r'h-|- =
-""'\ ’ . ¥ {I:'_.:g'
a1
e e - i L r i B
R Bl .
L]
M Hamkalo and Foe in Essential Cell Biology (1998)
f

v" Octamero de histonas
Nucleossomas <

.

\ v DNA (= 146 nucleétidos)

Ligados por segmentos de DNA — DNA de ligagao (linker) —
até 80 nucledtidos




Octamero de histonas

2 histonas H,A
2 histonas H,B
S N 2 histonas H3
Marks et al.. Nat Rev Cancer 1:194 (2001) 2 h iStO nas H 4

LigacOes entre o DNA e o octamero:

DNA H1 histone

v 142 pontes de hidrogénio

v’ Interacdes hidrofdbicas

v’ Ligacdes idnicas (lisina e arginina com carga +)

Core of 8 Histone Molecules

v'Aproxima bases do DNA que Nucleasome

http:/ /www.accessexce llence.com/AB/GG/nucleosome. gif

estavam afastadas (+ 80 pb) e que

passam a poder interagir com a mesma proteina reguladora



Nucleossomas

v Proteinas muito conservadas

v Extremidade N-terminal longa, exposta ao exterior do
octamero

v' Aminoéacidos da cadeia N-terminal sofrem modificacées
covalentes que controlam a estrutura da cromatina

Espacamento entre nucleossomas é irregular (8-114 pb)
Depende de:

- Capacidade da dupla hélice para dobrar (A-T)

- Presenca de outras proteinas ligadas ao DNA
(facilitam ou dificultam a formacao do nucleossoma)

Varia com:
- Espécie
- Estado de desenvolvimento do organismo
- Regides especificas do genoma



Nucleosome structure

T Linker DNA

With 54 bp DNA

Histone 1

Histone Octamer

(core particle) with
146 bp DNA

Histona 1:

Menos conservada

Liga ao DNA e ao octdmero

Desvia o DNA a saida do nucleossoma

Importante para manter o nivel sequinte de compactagdo



WAWAWAWAWATTWCATWCAS -

| T
Fibra de 30 nm

Estrutura solenodide
6 nucleossomas/volta

Fibra de
30nm

H2A-H2B-H3-H4
H2A-H2B-H3-H4

histone octomer

hoit oo i, f\\/’\\//\\//\\//\\/ i Fibra de 700 nm
O

[30-nm chromatin
iber of packed

nucleosomes

Estrutura final de compactacao
cromossoma metafasico

Isection of
jchromosome in an
jextended form

condensed section é?@’%p \%I@ r

of chromocsome 7 =
g 6 ) 700 nm
C\

r-""—'?;\:mmcrc

I )
jentire | |
jontire 2 o
Imitotic ‘ ‘00 nm
jchromosome
chromosome *

mitotic

NET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
1S 50,000x SHORTER THAN ITS EXTENDED LENGTH




Remodelac¢ao da cromatina
v Consumo de ATP
v Modificacdo covalente das caudas das histonas
v’ Facilitar acesso ao DNA por outras proteinas. Quais???
v" Alterar posicdo dos nucleossomas

(a) DNA sensitivity to DNase
Gene at rest

DNase |
- . reatment ' h 5,
A rary L - rerfsL
L"'AI e s DNA bound by nucleosomes DNA remains intact
&'J wing
Gene activation Nucleosomes protect

region from degestion

B ) " r Light DNase | | l
'/ emodend . il ) S reatment ‘ ”
ATE  ADP ff-'/' A retleseems TER Jm . fm]’_ ¥ 2

\ !
A ) — : Geone w0 be Digestod DNA
,\ transcribed at 5" end of gane
-~ ATP-depencant C ¢
chromatn remadeling L —— )
NUCABOSOTD core Y \) MUCIO0S0IMo Gene transcription
hislores —r LA dusplacement NSO FaNSCrEns Extensive
™~ L/ DNase |
DNA ; / ) treatmemt
i SRRRPSY.Y: ¥
D C RNA polymerase dsplaces DNA throughout

‘ —- ) nucleosomes as il gene is digested
wh s p—— transcribes the gene
g replacement )
4

Existem diferentes complexos de remodelacao, altamente regulados, com
diferentes funcdes na célula



Ligacao de proteinas ao DNA
N2

Molécula deforma sobre o eixo do “esqueleto” acucar-fosfato

N2
Ajuste entre as moléculas de DNA e de proteina

Custo energético da deformacao depende da sequéncia de nucledtidos

Proteinas reguladoras dos genes reconhecem sequéncias que deformam com
facilidade e provocam uma deformacao acentuada

www.zampwiki.com



Topoisomerases
Enzimas responsaveis pelo enrolamento e desenrolamento do DNA

Relaxed DNA

I
Underwound DNA

Cruciform DNA @)
Figure 24-19

Relaxed
DNA —

Highly
supercoiled —
DNA

Figure 24-20
Lehninger Principles of Biochemis

_________________________________________________________

Porque é que o DNA tem
gue desenrolar?

__________________________________________________________

1- DNA nao tratado

2- DNA + Topoisomerase |

3- DNA + Topoisomersae |
(mais tempo)

Sao ISOMERASES que atuam na TOPOLOGIA do DNA

Topoisomerases | — ligam a uma cadeia (single strand DNA)

Topoisomerases Il — ligam as duas cadeias (doble strand DNA)



Expressao Genética - Resumo

Chromosome

«
_Exons Transcription

H3K27ac
| H3Kd4me1

Nucleosome

Heterochromatin | Enhancer 1

Euchromatin



Estabilidade quimica do DNA
1. Hidrdlise acida

CondicOes acidas suaves (pH=4)

v' Quebram-se as ligacdes b-glicosidicas

v’ Bases purinicas sdo protonadas (N7 da guanina, N3 da adenina)

v’ Purinas protonadas tém grupos que facilitam a hidrélise

v O acgucar, “desligado” da purina, isomeriza facilmente para a forma aberta

v DNA “apurinico” torna-se suscetivel a quebra por acdo dos ides hidroxilo

2. Hidrdlise enzimatica

Desoxirribonucleases (DNases)
v Endonucleases (N3o especificas, Especificas = enzimas de restricdo)

v’ Exonucleases (5'>3’; 3’>5)



Estabilidade quimica do DNA

3. Oxidacao das bases azotadas

SN o)

| .
@ - i
/l eamination L
N X O /l .

Cytosine Uracil

< o)
H:_'.C- "-"‘c.:-.. HaG. o . J |
#5 4 :3 N . . o N
| Deamination
G 2 | -
H""-\-\ 1 - = e, e —
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5-Methylcytosine Thymine



Estabilidade fisica do DNA

Aumento de temperatura

\‘ [n //11) "\ I ﬂﬂm 4

Native (double helix) Separacao das 2 cadeias
heat
T 7 ? l Separac¢ao das cadeias
7] A
)‘ /l \\/ﬁ’\;\-\j __\\}_‘_‘_J Desnaturagdo
\)Q Denatured . Fusao
—‘] (random coil)
//\ >
S\ dsDNA ssDNA
-
l\i( Hélice “Annealing” Espiral
- Renaturacdo
Hibridacao

ds DNA - estrutura bicatendria (double stranded)
ss DNA- estrutura monocatenaria (single stranded)



Estabilidade fisica do DNA

Observacao espetrofotométrica

Relative absorbance
(@]
o

\ -
/.
\\t:yperchrgmlc

Native (25°C)

180 200 220 240 260 280 300
Wavelength (nm)
Figure 23-16. The UV absorbance spectra of native and heat-denatured E. coli DNA.

[After Voet, D., Gratzer, W.B., Cox, R.A., and Doty, P., Biopolymers 1, 205 (1963).]

Copyright 1999 John Wiley and Sons, Inc. All rights reserved

Aumento da absor¢ao a 260 nm

\*

Efeito hipercromico
(hipercromatico)



Estabilidade fisica do DNA

Temperatura de fusao

Temperatura de fusao

N2

Intervalo relativamente estreito

Relative absorbance at 260 nm

1.4 |

1.2 -

1.1 -

1.0°

50

Intervalo de
transicao

[

70
Temperature (°C)

90



Estabilidade fisica do DNA

[G+C] = 35% 50% 66%

S 1.4

-

a8

= 1.3F

8

© 1.2}

)

2

5 1.1F

O

oc | | |
65 75 85

Temperature (°C) Temperatura de fusao

N2

Depende da composicao em bases

Mamiferos: = 40% (G+C) —= T, =872 C



Estabilidade fisica do DNA

Outros fatores que afetam a estabilidade

Baixas concentracoes salinas
Solucoes alcalinas
Solucdes concentradas de formamida

Solucoes concentradas de ureia

\

Interferem com as pontes de hidrogénio



]  Considere a composicdo do DNA das duas espécies indicadas na
| tabela seguinte:

especie 1 - 20% guanina
espécie 2 —35% guanina

a)Indigue, justificando, a percentagem em que estdo presentes
cada uma das quatro bases azotadas na espécie 1.

b) Diga, justificando, qual das duas moléculas de DNA indicadas
devera apresentar maior temperaturas de fuséo.



DNA MITOCONDRIAL

v’ Cerca de 0.001% do DNA total
v'Codifica pequena % de proteinas mitocondriais e tRNA
v’ Circular

v Aprox 16.500 pb
A. Nuclear DNA is inherited B. Mitochondrial DNA is
‘/ Heran(;a materna from all ancestors. inherited from a single lineage.

REUBRIEL
M A

L)

evolution.berkeley.edu

L)



DNA mitocondrial

* Fonte de DNA estra-nuclear nos humanos

* Cada mitocondria contem 10 cdépias de DNA circular, auto-replicativo e
superenrolado

* Totalmente de heranca materna

* Codigo deste DNA difere do cédigo do DNA nuclear

* Codifica genes para o RNA ribossomico: 22 para o RNA transportador
(tRNA) e 13 para polipeptideos constituintes de enzimas envolvidas na
fosforilacao de ATP

e Algum DNA repetitivo (regulacao)

e Alta taxa de mutacdo (20 vezes superior ao DNA nuclear = Grande
producao de radicais livres; capacidade reduzida de reparacao do DNA

e Associado a doencas mitocondriais (heranca materna)



DNA mitocondrial

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana
Matriz

Membrana interna
Membrana externa




DNA mitocondrial

Regido de controle
("d-oop”)
125 rRNA Citocromo b
" S
/ \ Sub-unidades de NADH
165 rRNA _——1 Desidrogenases
| [] 22 genes codificadores de tRNA | |
e - BN | 13 regides codificadoras de §
Desidrogenases bt |
' Sub-unidades de
N . NADH
&7 Desidrogenases
. Citocromo oxidase
| Sub-unidades de
Citocromo oxidase ATP sintase

infoescola.com



