MUTACAO E REPARO DO DNA



MUTACAO E REPARO DO DNA

« Danos ao DNA (tipos, locais e frequéncia)

« Dano ao DNA -> mutacao -> doenca

*Mutacao em regidoes controladoras e codificantes

Mecanismos de Reparo
Fita simples (Fotorreparo, Excisao de base, Excisdo de nucleotideos)
Fita dupla (Nao homdélogo, Homologo)

*Exemplos de Doencas relacionadas a Defeitos nos mecanismos de reparo
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1000 alteracoes SISTEMA DE REPARO DO DNA 1 mutacio
acidentais no DNA

per manente



Pontos passiveis de danos no DNA

— danos oxidativos
— ataques hidroliticos
Metilacdo ndo controlada



A radiacao UV pode produzir dimeros de pirimidina
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Figure 5-48. The thymine dimer. This type of damage is introduced into DNA in cells that are
exposed to ultraviolet irradiation (as in sunlight). A similar dimer will form between any two
neighboring pyrimidine bases (C or T residues) in DNA.



Reagoes espontineas que danificam o DNA

DEPURINATION

DEAMIMNATION

Depurinagado
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Desaminagao

MATURAL DNA BASES UNMATURAL DNA BASES
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Metilagao e Desaminag¢ao sequencial
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As mutacoes em “C” metiladas

correspondem a cerca de 1/3 das

mutacoes de ponto observadas

doencas hereditarias humanas.

nas

U Cerca de 3% dos “C” no DNA de

vertebrados sao metilados, gerando “5-

metil-C”,

L5 metil-C” S20 desaminados
formando “I” em um pareamento

incorreto com “G”’.



Por que o U do RNA foi trocado pelo T no DNA?
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L O sistema de reparo seria incapaz de distinguir um C desaminado de uma base U de

ocorréencia natural.



Mutacoes derivadas de erros no DNA

mutated mutated

ald strand

dearninated C
? new strand

an A-T nucleotida
pair has bean deleted

- ald strand aldl sirand
(A unchanged B} unchanged

Se nao forem corrigidas, grande parte das alteracoes levam a delecao de 1 ou mais pares de
bases do DNA ou a substituicao de um par de bases na cadeia filha do DNA.



Locais e idade das Mutagoes
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Exemplo de consequencias de mutagdes em regioes

controladoras de um gene
(Lac-operon)

Selvagem (normal) Operador mutado (OF) Indutor Mutado (I
e Indutor extra normal

- Indutor mutado (I9) e Indutor extra normal
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Tipos de mutacdes e conseqiiéncias funcionais
das mutacoes

Mutagao silenciosa Mutagao de sentido trocado




Tipos de mutacdes e conseqiiéncias funcionais
das mutacoes

Alteracao no frame de leitura (delecao)

Mutacao sem sentido




Um exemplo de mutacao de sentido trocado: Anemia Falciforme

Quanto a forma das
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Mecanismos de reparo: Reparo por excisao de base
(pré-replicagao)
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AP ENDONUCLEASE AND
|'_‘||_:"|rl|1|rl.'|‘.l-|_| i 2 * MDEPHDDIESTEHAEE
/. REMOVE SUGAR PHOSPHATE
_ GCTUATCC
L e ser e
: = Dase pairs DNA helix

with single
nucleotide gap

CGAGTAGSG G
1 URACIL DNA
U GLYCOSYLASE \ DNA POLYMERASE ADDS NEW

CGAGTAGG

MUCLEQTIDES, DMA LIGASE
SEALS NICK

L el

base
CGAGTAGG
I

GCT ATCC

CGAGTAGRG



Reparo por excisdao de base
(pré-replicacao)

DNA glicosilases reconhecem e retiram as bases mal

pareadas.

A auséncia de base é reconhacida pela AP endonuclease,

que cliva a ligacao fosfodiéster.

A DNA pol adiciona o novo nt e a DNA ligase sela o

€Spaco.

As depurinagoes 1niciam a corre¢ao no passo 2
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Reparo por excisdo de base: Glicosidases
(etapa 1)

Figure 5-51. The recognition of an unusual nucleotide in DNA by base-flipping. The DNA glycosylase family of enzymes
recognizes specific bases in the conformation shown. Each of these enzymes cleaves the glycosyl bond that connects a
particular recognized base (yellow) to the backbone sugar, removing it from the DNA. (A) Stick model; (B) space-filling
model.



Mecanismos de reparo: Fotorreparo
(pré-replicagao)

pyrimidine dimar

I
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Mecanismos de reparo: Reparo por excisao de nucleotideos
(pré-replicagao)
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Reparo por excisao de nucleotideos

(pré-replicagao)

Um enorme complexo enzimatico verifica o DNA

a procura de distorcoes na dupla hélice.

Encontrada a lesao, a ligacio fosfodiéster da fita

anormal € clivada nos dois lados da distorcao.

O oligonucleotideo contendo a lesao ¢ retirado

pela DNA helicase.

O intervalo produzido na hélice é reparado pela

DNA pol e ligado pela DNA ligase.
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Fotorreparo, excisao de bases e de nucleotideos
(Podem ser mecanismos co-transcricionais)

Transcription
arrest at lesion
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Cockayne syndrome ' :
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Reparo pos replicagao (procariotos)
(Reparo por excisdao de base dependente de metilagido)

3 CTAG 5 0 sistema de reparo de mal pareamento corrige erros na
[i_io’_] replicago que no sio corrigidos pela funcao de revisio
Sintese de reparo @ da DNA polimerase replicativa. O reparo é restrito a0
B e . DBA @ filamento recém-sintetizado, que é reconhecido pela
5 G GATC 3 maquinaria de reparo em procariontes porque nao tem um
¥ ¢ CTAG 5' marcador de metilag@o.




Reparo pos replicagao (eucariotos)
(Reparo por excisdao de nucleotideos)

TCA QGGG GTGTGT o
AGT cCCC CACACA =
1Erro de replicagao
Dy ﬁ'x%‘a.m 8Ty
I Vo ¢ — v G GGG e e GT  GT o
~AGTeme  gieseC CCCoe = CACACA=——,
eamemo o o
e Deslizamento
hMutSa reconhece e se
liga a sitio de erro,
hMutSa

AGT CCCC— CACACA e

DNA polimerase sintetiza a
regido excisada.

DNA ligase une o DNA
teoémslmeﬁgado ao

filamento original.
4

TCA GGGG GTGTGT
AGT CCCC CACACA v

Outras proteinas sao recrutadas

(MutL)

Endonuclease cliva a fita com erro



Reparos de quebras na fita dupla de DNA

Y Se nio forem corrigidas resultam na degradacio dos cromossomos.

ACCIDENTAL
BREAK

% Como corrigir?
Y Melhor perder um pedaco ou todo o cromossomo?

% Quem servira de molde?



Reparos de quebras na fita dupla de DNA

& Existem dois mecanismos de correcio:

ACCIDEMTAL
BREAK
Y
I — .|
LOSS OF NUCLEOTIDES
ODUE TO DEGRADATION
¥y FROM ENDS
e |
.| O ]
I Y
i S ——
region with altered COPYING PROCESS
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T
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[ —
complete seguanca
restored by copying from
sacond chromosome

(B) HOMOLDGOUS END-JOINING



Reparo Nao-homaodlogo

Quebra bifilamentar
s 1 [

Cinase proteica

KU80 e KU70 ligado & ponta
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v

Fig. 14.32 Mecanismo de juncao de pontas ndo homélogas de
quebras bifilamentares. Este é um mecanismo propenso a erros.



Quebra bifilamentar
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Reparo Homologo

Aparo das pontas do DNA e
capeamento das pontas livres
Uso do mesmo trecho de outro

cromossomo como molde em um DNA

hibrido

Reparo semelhante ao de excisao de
nuleotideos (DNA polimerase e DNA
ligase)



Sindromes hereditarias relacionadas a defeitos
no reparo de DNA

Table 5-2. Inherited Syndromes with Defects in DINA Repair

NAME

MSH2Z, 3, 6, MLHI1, PMS2
Xeroderma pigmentosum (XP)
oroups A—G

XP variant
Ataxia—telangiectasia (AT)

BRCA-2

Werner syndrome
Bloom svndrome
Fanconi anemia groups A—G

46 BE. patient

PHENOTYPE

colon cancer

skan cancer, cellular UV sensitivity,
neurological abnormalities

cellular UV sensitivity

leukemia, lymphoma, cellular y-ray
sensitivity, genome instahility
breast and ovarian cancer

premature aging, cancer at several sites,
genome instability

cancer at several sites, stunted growth,
genome instability

congenital abnormalities, leukemia, genome
instability

hvpersensitivity to DINA -damaging agents,
genome instability

ENZYME OR PROCESS AFFECTED

mismatch repair

nucleotide excision-repair
translesion synthesis by DNA polvmerase &

ATM protein, a protein kinase activated by
double-strand breaks

repair by homologous recombination

accessory 3'-exonuclease and DINA helicase
accessory DINA helicase for replication
DNA interstrand cross-link repair

DNA ligase [



Mutagoes em genes relacionados a reparo do DNA

Xeroderma pigmentosa

“Incapazes de reparar dimeros de pirimidina

causados pela radiagdo UV.

Y Um dos locos relacionados ao reparo dos dimeros de

pirimidinas estd no cromossomo X.

Y Maior suscetibilidade a determinados tipos de

cancer.




Mutagoes em genes relacionados a reparo do DNA

Ataxia-telangiectasia

L Defeitos no gene ATM que codifica uma proteina

. . . . DMA repair DNA damage
essencial para gerar o0s sinais instracelulares
. N ATM ‘—l
produzidos em resposta a lesoes no DNA. T protein —
. . oqe . . ¢~ N k= / cell EFEIE
Y Hipersensibilidade a raios-x e predisposicio 2 pS3 o
linfomas.
T
cell division

Lﬂyﬂle

The ATM protein rnedistes responses ta
DMA darnage, in particular thosze that
cortral progression through the cell cycle,



