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, - Drosofila — 25 x mais que
Celulas eucarioticas tem E.coli

muito mais DNA que

células procarioéticas Célula humana - 600 x mais

que E.coli. 3x10° pares de
bases

Genoma eucariotico tem ]
~ ~2500 genes/mm DNA de E.coli
alta proporcao de DNA 9 /

nao codificador ~50 genes/mm DNA humano

Introns
Sequéncias intergénicas

DNA repetitivo



Gene

- sequéncia de DNA que inclui todas as
sequéncias de nucleotidios que levam a
sintese de um produto (mMRNA tRNAS, etc)

- E constituido pelas regides codificantes e as
reguladoras.



Gene- eucariotos

Sequéncias codificantes podem estar
interrompidas por sequéncias sem fun¢ao de
codificadora.

Exons- codificantes- expressed sequences

Introns- nao codificantes- intervening
sequences.

Alguns organismos nao apresentam introns
(incluindo alguns eucariotos)



Gene

-Genes estao orientados de 5’para 3’ (fita
codificadora). Esta sequéncia estara
representada no RNA.

-O RNA sintetizado tem a mesma orientacao e
sequéncia da fita de DNA codificadora



- Processo para

_ _ sintese de todos
Replicacao DNA os RNAs da
fisiolégico da

célula
Transcrigcao Reversa t
célula

Replicacdo de RNA ‘ RNA - O conjunto de
e

genes expressos
em uma dada
situacao é
variavel

- Reflete o

Transcrigao estado

. Traducao

- Processo
catalisado pelas

RNAs

Proteina _
polimerases



Metabolismo de RNA

RNA- macromolécula que pode conter a informacao
geneética (virus de RNA), transmitir a informacao
genética ou ter atividade catalitica (ribozima)

DNA transmite sua informacao através do RNA

Transcricao- um sistema enzimatico converte a
informacao genética do DNA (dupla fita) para RNA
(fita simples).

Informacao — base complementar
Bases modificadas




RNAS

tRNA Pequeno Transporte de aa para o local de sintese

rRNA Diversos Forma os ribossomos, juntamente com proteinas

mRNA Diversos Determina a sequéncia de aa na prteina

snRNA Pequeno Processa 0 mRNA inicial nos eucariotos

miRNA Pequeno Afeta a expressdo génica (crescimento,
desenvolvimento)

siRNA pequeno Afeta a expressdo génica. Cientistas utilizam para

bloquear a expressao do gene de interesse



Principais Tipos de RNA

RNA mensageiro (mMRNA): contém a informacao
genética para a sequéncia de aminoacidos das
proteinas

RNA transportador (tRNA): identifica e transporta
os aminoacidos até o ribossomo

RNA ribossomico (rRNA): constituinte dos
ribossomos



Transcricao
Unidade de transcricao: promotor, regiao de
iniciacao da transcricao, até a sequéncia
chamada de terminador
Pode haver um ou mais do que um gene sob

um unico promotor (monocistronico e
policistronico, respectivamente).

Bactérias: mono e policistronico

Operon: quando mais do que um gene é
transcrito no mesmo RNA



Transcricao

Sintese de RNA:
-molde (fita de DNA).

- substratos (ribonucleotidios trifosfato-ATP, GTP,
CTP, UTP).

-enzima: RNA polimerase crescimento 5’ - 3’.

-RNA polimerase reconhece o promotor, abre as fitas
e inicia a sintese do RNA



Sintese de RNA: formacao da
ligacao fosfodiester envolve o
ataque nucleofilico do 3° OH da
cadeia crescente no fosfato do
carbono 5°do ribonucleosideo
trifosfatado que sera incorporado

Nucleotidios trifosfato como
substratos (UTP, UGC, ATP, CTP)

A RNA polimerase nao requer um
iniciador (primer) para iniciar a
sintese do RNA

A RNA polimerase nao tem
mecanismo de reparo

RNA polimerase: 1 em bactérias; 3

em mamiferos

5'end of 5' nucleotide
polynucleotide chain triphosphate
being added to chain
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Transcricao: DNA- RNA

e O QUE COPIAR
e QUANDO COPIAR?

5" CGCTATAGCGTTT(3") DNA nontemplate (coding) strand
(3'")) GCGATATCGCAAA(5") DNA template strand

(5') CGCUAUAGCGUUU(@3") RNA transcript
- Fita codificante 9 5’ 2 3’

Ambas as fitas do DNA podem ser “codificantes”

Sintese do RNA dirigida pela complementaridade de base com o DNA



Operon
Grupo de genes sob o controle de um unico operador:

genes estruturais, operador e promotor

Repressor
Activator binding site
binding site (operator)
DNA Promoter /1)) A B C
s J
\ / Genes transcribed as a unit

Regulatory sequences

*  Promotor- regido de ligacao da RNA polimerase; abertura da fita de DNA
(bolha de transcricao).

 Elongacao

* Término- sinais de terminacao.



Etapas da transcricao

* Iniciacao - ligacao da RNA polimerase ao promotor;
abertura da fita de DNA (bolha de transcricao).

* Elongacao- bolha de transcricao (topoisomerase de DNA).
* Término- sinais de terminacao.

Procariotos -35 region -10 region \ RNA start site
UP element TTGACA N7 TATAAT | N;
N N mRNA V\M
Reconhecimento pela Abertura das fitas
RNA polimerase

Eucariotos- TATA box: -30



Bolha de transcricao- ~17 pares de bases

Transcription bubble

Nontemplate
strand RNA

strand

Direction of transcription



RNA polimerase de E.coli

a
BB w
a «
(catalise)
\ Uﬁ/
— Reconhecimento de promotor
50-90 nucleotldl‘?slsesg Diferentes Sigmas
1 erro a cada 10* - 10 Ausente no elongamento

Duplicacao- 1 erro a cada 10° - 1019



Sigma (c)- bactérias

*Subunidade da holoenzima
*Necessaria para a RNA polimerase se ligar nas

regioes do promotor.
*Diferentes tipos expressos em diferentes condicoes

-regulam diferentes genes, ligam-se a diferentes
promotores.

*Apos a etapa de iniciacao, a sintese de RNA ocorre
sem a presenca do fator Sigma



Uma unica RNA polimerase em bactérias

Composi¢cao da RNA polimerase
2 subunidades alfa

1 subunidade beta

1 subunidade beta’

1 subunidade omega

(L0

N

Fator Sigma- reconhecimento do promotor
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AWWWWWTITTTT | AAAAAARNR TTGACA TRTG TATAAT sese ATG os
dintel UP proximal UP =35 wlerrmrt wxlended 10 sbement TSS Gss
element element
Catalise

Quando a RNA polimerase esta elongando o RNA, outra RNA polimerase

pode iniciar nova sintese




Terminac¢ao da Transcricdo em bactérias

1.Dependente de proteina- proteina Rho

o Rho reconhece um sitio no RNA, situado préximo ao local de parada
da transcrigao.

o Rho hidroliza ATP e se desloca até a RNA polimerase no sitio de terminagao,
causando a dissociacao do complexo de transcri¢ao.

2.Independente de proteina

o a sinalizagao esta no proprio RNA

(estrutura de grampo; e sequéncias de uracila,
diminuindo a afinidade da polimerase pelo DNA)




Transcricao bacteriana

/|| Abertura
\| das fitas

Transcricao e sintese proteica
concomitantes

K| Elongacao

Traducgao
do mRNA

Figura 6.5 Elongacao da transcricao e acoplamento com a traducao.
Apos a adicao de alguns ribonucleotideos (A), a RNA polimerase pode
liberar a subunidade sigma (B) e realizar a elongac¢ao da transcricao
somente com o cerne da enzima. Em bactérias, a transcricao da men-
sagem e sua leitura pelos ribossomos ocorrem simultaneamente, pela
auséncia de uma membrana nuclear (C).
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Transcricao em eucariontes



Transcricao em eucariotos (nucleo)

Basicamente o mesmo processo dos procariotos, mas muito
mais complexo

3 RNA polimerases (transcricao de diferentes RNAs):
e RNA Pol | e lI- muitos tRNAS, rRNAs, snRNAs;

* RNA Pol llI- muitos genes codificadores de proteinas

Gene de Gene de Gene codificante
rRNA tRNA para proteina
|
| RNA /  RNA /" RNA
v polimerase I polimerase v"polimerase I1
' — MRNA
\ 4
R’
P;f& ,.// o
) /~ Tradugao

— B |4
——

Produtos finais dos genes 407 Proteina




Transcricao em eucariontes (nucleo)

Basicamente o0 0 mesmo processo dos procariontes, mas
muito mais complexo

 TATA box (TATAAA) na regiao -30 do promotor é a
principal sequéncia consenso da RNA Pol II; ativadores e
repressores- sequéncias bem mais distantes do promotor.

* Transcricao: Complexos proteicos que reconhecem o
inicio de transcricao. Varios fatores de transcricao para
iniciacao e elongacao. 3 RNA polimerases

* Regulacao de transcricao por varios mecanismos
(metabdlitos, hormonal)

* Processamento do RNA rRNA, tRNA, mRNA



Nucleo

Etapas envolvidas
na expressao de
genes em
eucariotos

Eucariotos

Ha processamento de:
MRNA

tRNA

rRNA




CH,

O
7-metil- N*
guanosina HN | \>
A N
CH, o Nucleo
5 Sitio de adicao
O/H - de poli-A  Sitios de
| H Exon Intron ¢ terminacéo
& DNA T [T 71 1

\, Cap
5 e

|
T—pet | Ligagao 5™

5'trifosfato Transcrito

primario

Processamento
de pre-mRNA

RNA splicing

A AAA..AAA T

Citoplasma
Traducao

s A AAALAAA 3

e

Figura 6.17 Etapas de processamento do RNA. Os genes transcritos a partir do DNA contém sequéncias que codificam aminoéacidos no produto fi-
nal (introns) e sequéncias que devem ser removidas antes da traducao (exons). Apds a transcricao e ainda no nticleo, o RNA sofre modificacdo nas
extremidades, com adicao do CAP e da cauda poli-A e a retirada dos introns (splicing). Apesar de a figura mostrar a etapa de adicao da cauda poli-A
como anterior ao splicing, ela pode ocorrer posteriormente a este, pois o sitio de adi¢do de poli-A pode nao ter sido transcrito ainda por ocasiao
do splicing (detalhes no texto). O mRNA maduro ser4, entao, transportado para o citoplasma, no qual serd traduzido nos ribossomos. No destaque,
a estrutura do CAP, em que um nucleotideo de 7-metil-guanosina é adicionado no 1° nucleotideo do transcrito, em uma ligacao 5'-5'fosfodiéster.
As duas primeiras bases do RNA podem também ser metiladas na posicdo 2, conforme mostrado na figura (setas). Adaptada de Lodish, 2008.
GUANABARA&KOOGAN
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Processamento de mRNA de eucariotos

— LEH > Adicao de CAP (7-metilguanosina)
guanosina . N*ji LY na extremidade 5’ ; metilagao da ribose (C2)
2 N
/CHA o -protecao a exonucleases e ligagcao a ribossomo.
o—p=o|  OHOR > Adicéo de cauda de poli A na extremidade 3°
7 - (80- 100 residuos de adenina)
O T_O Ligacao 5-
0 5'trifosfato
|
0—f=0 » Remocao de regidoes nao codificantes-
O 11 . ” . . ,
Ly o [ splicing” (spliceossomo- ribonucleoproteinas)
sKH H -Introns (50- 20000 nucleotidios).
) 0 OZC':& -SnRNAs identificam, alinham no local de corte e

0—P=0 quebra das ligacoes.



Ovalbumin gene

| 7,700 bp |
L 1 2 3 4 5 6 7 ’
DNA A B Cc D@ E B G []
Transcription and
5’ capping Extra RNA
. L 1 2 3 4 5 6 :
rimary : '
transcript 5 A Bp © ~ & - = ’

Cap

Splicing, cleavage,
| and polyadenylation

g > Seven introns I:I Extra RNA

Riat L12345 6 7

ature

7 INTRONS: regides do DNA = mrna M — AAAA),
i 3 ’<7 1,872

transcrltas, mas Nnao nucleotides—)‘

traduzidos. Removidos
no processamento do
mRNA

Nota: alguns mRNA de procariotos também possuem
cauda de poli A, mas a fun¢ao nao é de proteg¢ao a degradacao do RNA



Hibridacao: Sequéncia génica e mRNA maduro

S 7,700 bp >

AAA(A), 3’




splicing

exon 1 GU _ iy AG  exon2 intron exon 3

| _— I primary transcript

5' e Z 3!

- Q 1 enzymes cut out the introns
enzyme

| |

1 messenger RNA

98% das jungoes de slides no genoma humano- GU/AG
e primeiro intron é retirado antes que os demais sejam sequer transcritos
e Remog¢ao ou nao de determinados introns: diferentes proteinas



Splicing alternativo

1 Z \ .
| >
exon 2 "
1 A exon 5 tein A
on ond protein
= intron \ exon3 O
\ Ntrop ’“ intron 1 . 5
intr© | | _—
primary transcript edited mRNA transcripts

protein B

Vantagens do Intron- splicing alternativo

- Origem a diferentes proteinas a partir do mesmo gene

- Remoc¢ao ou nao de determinados introns

- Maioria dos genes tem splicing alternativo

-~ 1 milhao de proteinas diferentes devido ao splicing alternativo



Splicing Alternativo

| a-tropomyosin gene
BN I I BN EEEE g’]DNA
T 5
\—/ E E EEEEEN —‘ .
TRANSCRIPTION, SPLICING, AND
3’ CLEAVAGE/POLYADENYLATION

5’ -/\-/\NVVWWT striated muscle mRNA
5' e NN NAAA T3’ smooth muscle mRNA
5w N N NN T3 fibroblast mRNA

5’ N N NN NN T3’ fibroblast mRNA

5' N SNANNANN N brain mRNA

Isoformas/variantes de splicing

A maioria dos genes humanos apresentam splicing alternativo
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Processamento do precursor do tRNA
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tRNA

-Estrutura secundaria
com grampos e alcas
formando um trevo

-Alto numero de bases
modificadas depois da
sua transcricao
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Bases modificadas nos tRNAs

S 0 0
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Exemplos de rRNAs:

- Estrutura secundaria
com grampos e alcas

- Bases metiladas
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5S rRNA




Processamento do precursor do rRNA

RNA precursor

305 16S tRNA 23S 5S
(4S)
Metilacao das
(a) l bases
1 12 1 13 3
v \A 208 / 4 2R /
1 o e | | | R ] | e Tt | P |
AN
(b) methyl groups Clivagem

|
tRNA 255 55

17S
(e) Nuclease Nuclease
action action

RNAs maduros

1l w111 1T 10

16S rRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA



Expressao Génica

Somente uma fracao dos genes € expressa em um
determinado tempo

Alguns produtos génicos sao mais (fatores de elongacao de
proteinas em bactéria) ou menos (enzimas de reparo)
abundantes

Necessidade de determinados produtos varia com a condicao
fisiologica da célula

Algumas proteinas sao 6rgao especificas

Genes constantemente expressos- constitutivos
(housekeeping genes- enzimas do metabolismo central)

Genes que respondem a sinais moleculares- inducao ou
repressao

Regulacao- feita por interacao de acidos nucleicos- proteina



Regulacao da Expressao Génica

Procariotos:

@ Resposta direta a variagoes nas condigoes nutricionais (genes ativados e
reprimidos)
@ Transcricao pode ser acoplada com a traduc¢ao (simultanea)

Eucariotos multicelulares:

@ Limitacao na resposta direta as variagoes nas condi¢des externas (células
estao organizadas em tecidos e orgaos)

@ Transcricao ocorre em compartimento distinto da tradu¢ao eliminando a
possibilidade de acoplamento

@ Regulacao dependente de desenvolvimento e tecido



Regulacao génica

Diversos mecanismos
e Metabdlitos
e Hormonios

(hormonios esterodides- receptor citoplasmatico)-
translocacao para o nucleo- ligacao em sequéncias
especificas do DNA — HRE- hormone responsive
elements- transcricao especifica

* Regulacao dos fatores de transcricao por
fosforilacao (transducao de sinal)



1. O que se entende por transcricao?

2. Comente a afirmacgdo: na transcri¢cdo forma-se um hibrido RNA-DNA ligado
por pontes de hidrogénio e baseado na complementaridade de bases.

3. Quais os principais tipos de RNA existentes, quais suas caracteristicas
estruturais e funcao?

4. Quais as modificagdes (processamento) que ocorrem nos mRNA de
eucariotos? Qual sua funcao?

5. O DNA isolado de uma célula de mamifero (em cinza) foi incubado com o
mRNA que codificava para uma determinada proteina (em verde), obtendo-

se a imagem abaixo. Explique o resultado

6. Quais as modificagdes que ocorrem nos tRNA?

7. Quais as modificagcdes que ocorrem no RNA ribossémico?

8. 0 que é um promotor? Exemplifique com um promotor de procarioto

9. Quais as subunidades da RNA polimerase de procariotos? Qual sua fungao?

10. Em procariotos, como se da a fase de iniciacdo, elongacao e terminacdo de
transcricao? Compare com eucariotos.

11. Procure na literatura 2 exemplos de moléculas que afetam a transcrigao.



Antisense strand RNA polymerase

CTGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACATAA
GACUGCCUAGUCGGCGUY
RNA Transcript

GACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT

Gene

Fita antisense- fita molde



RNA polimerases de eucariotos

RNA pol | Nucleodlo rRNA Varias subunidades
RNA pol Il Nucleoplasma | hnRNA Varias subunidades
(transcrito
primario)
snRNA
RNA pol lii Nucleoplasma | rRNA 5§S Varias subunidades
tRNAs
RNA pol Mitocondria 01 subunidade
Mitocondrial
RNA pol de Cloroplasto Similar as
Cloroplastos bacterianas

Requerem proteinas auxiliares: fatores de transcricao




