DNA
Acido desoxirribonucléico: estrutura,
composicao e replicacao
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1953 - o0 ano da descoberta
da estrutura do DNA

 Descoberta mais importante do
século XX

* Prémio Nobel para Maurice
Wilkins, Watson e Crick (1962)




* James Watson e Francis Crick. (1953)

* Processo construcao do modelo
— Usando informacdes ja disponiveis

“Sem essas informagoes Watson e Crick talvez nunca
tivessem concluido em 1953, que a molécula de
DNA existe na forma de uma dupla hélice

tridimensional.”
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e Johann Friedrich Miescher — 1869
Isolou substancia presente no nucleo

Nucleina

— carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio e
fosfato

N AR

Fonte: http: //S|mplvknowledge com/popular/blography/frledrlch mlescher
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Ludwig K. M. L. Albrecht Kossel - 1880

 Compostos nitrogenados dos acidos nucléicos
(nucleina) eram bases aminadas ciclicas

~ Prémio nobel em
L 1910

Fonte: https //aIchetron com/AIbrecht
Kossel

Possible Bases
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Phoebus Aaron Theodore Levene
Ribose (1909) e desoxirribose (1929)
* Componentes do DNA

Ordem dos nucleotideos
(fosfato -acucar- base)

FOSFATO

NITROGENADA oH H

PENTOSE Desoxirribose




Erwin Chargaff - 1950

* Regras de Chargaff sobre a
gquantidade de cada tipo de
nucleotideos encontrado no
DNA

1. quantidade de pirimidinicos
(T+C) = quantidade de purinos
((A+G)

e 2. quantidade de A = T,
gquantidade de C =G, mas A+T #
G+C




Estrutura do

Escherichia cof (K12) S 60 B 49 22 1N

Diplococcus pneumoniae - 29,8 31,6 20,5 18,0 1,59
Mycobacterium tuberculosis . 15 146 349 Bd 042
Levedura - I 32,9 18,7 171 1,79
Paracentrotus lividus Espermatozdide 32,8 32,1 177 184 1,85
(ourigo-do-mar)
Arenque Espermatozéide 278 275 22,2 22,6 1,23
Rato Medula Gssea 28,6 284 214 21,5 1,33
Humano Timo 30,9 294 199 198 1,52
Humano Figado 30,3 30,3 19,5 199 1,53
Humano Espermatozdide 30,7 31,2 193 18,8 1,62

*Definidas em moles de constituintes nitrogenados por 100 g de 4tomos de fosfato em hidrolisados,
Fonte: E. Chargaft and ]. Davidson, eds., The Nucleic Acids. Academic Press, 1955.




Rosalind Franklin - 1950

e estudos de difracao de Raio-X
* B-DNA e A-DNA, fosfato externamente
* molécula é helicoidal
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A estrutura do DNA

 Watson e Crick (1953)
e Estrutura tridimensional

— Duas cadeias lado a lado de
filamentos torcidos de uma
dupla hélice

]

Figural Figura II
Desenho do trabatho de Watsone Crick
representando a estrutura do DNA



* Dois filamentos de nucleotideos
mantidos juntos por pontes de
hidrogénio entre as bases,

* Cada filamento é composto de -1
unidades alternadas de fosfato,
desoxirribose — conectados por -' |
ligacOes fosfodiéster

Os carbonos do acucar sao numerados de 1’ a
5)

Ligacao fosfodiéster — atomo de carbono 5’

ao atomo de carbono 3’ da desoxirribose
adjacente




_» Uma unidade

nucleosiceo monofosfalo

no

o G

|
-3
"
.
p<t

Ligacao
fosfodiaster




_» Uma unidade

Citosina e Guanina — trés pontes | REE

de hidrogénio Y =

Adenina e Timina — duas pontes G-,

de hidrogénio 6 % I s

* Empilhamento associado com a 1 Uy 25 A; H
estabilidade da molécula [ { N

* Excluindo moléculas de agua do espaco 0

Ligacéo
'~ | fosfodigster

entre os pares de bases — hidrofdbicas
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* Filamentos em orientacdo oposta
— polaridade inversa LR g
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Sulco
maior

C na cadela
o Estr de fustalo

*Sulco maior e
sulco menor
*Associacao DNA-
proteinas no sulco
maior

Arcabougo
agucar-fostato



Direction of helix

* Hélice com giro
para direita

(a) A form (b) B form (c) Z form

Figure 5: Three different conformations of the DNA double helix.



DNA double helix
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Essa figura &
simplesmente
esquematica. As
duas fitas
simbolizam as
duas cadeias de
fosfato-acucar e
as hastes
horizontais as
pares de bases
que mantém a
cadeia junta. A
linha vertical
assinala o eixo
da molécula.
Essa figura €
simplesmente
esquematica. As
duas fitas
simbolizam as
duas cadeias de
fosfato-acucar e
as hastes
horizontais as
pares de bases
que mantém a
cadeia junta. A
linha vertical
assinala o eixo
da molécula.

“Ndo escapou a nossa percepcdo que o
pareamento especifico que postulamos
sugere imediatamente um possivel
mecanismo de copia para o material
genético” (Watson e Crick, 1953)




Replicacao do DNA

* Replicacao semiconservativa
— Cada filamento sera um molde

— Cada molecula de DNA possui uma cadeia
parental e uma recém sintetizada

* O desenrolar dos dois filamentos ira expor as
bases unicas de cada filamento.

— Pareamento com nucleotideos livres



Replicacao
semiconservativa

Filamento Filamento

original
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novo 3 L



Forquilha de replicacao

e Ziper, ou forquilha, de replicacao sera
encontrado na molécula de DNA durante a
replicacao.
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DNA polimerase IIl no

filamento continuo
5-__ ,Filamento continuo
M Ww\ A p—
m’w": e Helicase -,
ANAprimase . /U

Molde de flamanto __ Primerde RNA,

descor Proteinas de
flig W~ ligagdio a DNA
L) %7 uniflamentar
od 7Pdmossomo
Fragmento de
Okazak

/
DNA polimerase IIl no
| filamento descontinuo

Fig. 8.20 Forquilha de replicaglio do DNA.



Replicagdo do
DNA

Como as bases nitrogenadas sao levadas para o
molde da dupla hélice?

e Uma enzima adiciona desoxirribunocleotideos
a ponta 3’ de uma cadeia crescente de DNA.

— O substrato para a polimerase sao: dATP, dGTP,

dCTP e dTTP.
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0 0 riz ) TH
o-p—0-p—0-p=0 , / | N
DNA 0 0 Lll- o "-N"'[ H
polimerase
Hi\_/lu

@_ ou [H

BNA  DNA



Replicagdo do
DNA

Cinco DNA polimerases sao conhecidas em E. coli
Atividades:

1. polimerase — catalisa o crescimento da cadeia
no sentido 5’ para o 3’

2. exonuclease — 3’ para 5, que remove o0s
pareamentos errados de bases

DNA Pol Ill é quem catalisa a
sintese na forquilha de
replicacao



Replicagdo do
DNA

DNA Polimerase Il

* A DNA polimerase Il
* Nao inicia a sintese
e SO adiciona nucleotideos na ponta 3’ crescente.

Como a replicacao ocorre para o filamento 5’-3"?

DN pripase
DHAigase  FMAprime \

A sintese de ambos os
filamentos deve ocorrer
na forquilha de replicacao.
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continuo



Como a replicacao ocorre para o
filamento 5°-3"?

* O crescimento também ocorre na ponta 3’

* Polimerase sintetiza um segmento — e move-se para a
ponta 5’

 Trechos curtos de DNA recém-sintetizados (1000 a 2000

nucleotideos) — fragmentos de recém sintetizados

OM& priprase

DMAdigase FMA prime
O &Pl ymmerase (Foli

=] IHM ” |1||"

I:Hc-mkl fragmen

lM X

Topo{ Somerase

Sindgl= =ran
Eniding profeins



Replicagdo do
DNA

Lembre-se a DNA polimerase pode ampliar uma cadeia,
mas néo pode comegcar uma cadeia!

* Asintese é iniciada por um primer
— Primer — cadeia curta de oligonucleotideos

— Sintetizada por um grupo de proteinas chamado
primossomo - enzima primase (RNA polimerase)

* Filamento continuo s6 um primer é
necessario!

* Filamento descontinuo cada fragmento de
okazaki precisa de um primer!



Replicagdo do
DNA

A DNA pol | remove os primers
A DNA ligase une as pontas catalisando uma ligacao

fosfodiéster
1. A primase sintetiza oligonucleotideos curtos de RNA (primer) 3. DNA polimerase | remove 0 RNA na ponta 5' do
copiados do DNA. fragmento vizinho e preenche o espaco.
5[
3 AL '

. ;
. 5" \primer de RNA
5}

2. A DNA polimerase Il alonga os primers com novo DNA, 4. A DNA ligase conecta fragmentos adjacentes.

ndV\.

Novo DNA

"
B Fragmento de Okazaki




Estudando o replissomo

 E. coli

e Genoma tem 5 milhdes pb

* Cerca de 2000 nucleotideos/segundo
* Duas forquilhas de replicacao

 Complexos subunitarios — holoenzima polimerase
Il e muitas proteinas acessorias.

Ex: Grampo deslizante - circunda o DNA — mantém
a DNA pol Ill ligada a molécula de DNA

SSB (proteina de ligacao unifilamentar) — estabiliza
o desenrolar da fita
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e Eucariotos e procariotos — processo de replicacao
semelhantes: semiconservativo, filamento
continuo e descontinuo...

* Os componentes do replissomo sao bem similares

— Porém tem funcao adicional em eucariontes: Pode
desmontar e remontar os complexos proteina-DNA
chamado nucleossomos




O replissomo tem que desmontar os nucleossomos e
remonta-los

— Distribui-se aleatoriamente as Histonas das molécula
parental

CAF-1 (fator 1 de montagem da cromatina) — proteina que
se liga a novas histonas e as conduz para a forquilha de
replicacao
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Término da replicacao

A sintese do filamento continuo ocorre até a
ponta

E quanto ao descontinuo?

Quando o ultimo primer € removido resta uma
ponta unifilamentar

Praticamente todos os eucariontes tém
TTGGGG
Humanos

De 10 a 15kb da sequéncia TTAGGG
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