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Griffith (1923)

EXPERIMENT

HYPOTHESIS: Material in dead bacterial cells can genetically transform living bacterial cells.

{ Kl the vindent S strain | Mix dead 5 strain calls with ling,
lmmau by heating. j nonvindent R strain bacteria,
METHOD
Livimg
5 sirain

_/

i

RESULTS Mouse dies Mouse healthy Mouse healthy Mouse dies
Living S strain cells Mo bactenal calls Mo bactenal calls Living 5 strain cells
foumd in heeart found in heart founicl in heart foumd in hesart

CONCLUSION: A chemical substance from one cell is capable of genetically transforming another cell.

https://sites.google.com/site/averymacleodmccarty/griffith-s-
experiment




Avery, McCarty e MacLeod (1944)

HYPOTHESIS: The chemical nature of the
transforming substance from pneumococcus is DNA.

METHOD

Heat-kill virulent S strain bacteria,
homogenize, and filter.
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Avery, McCarty e MacLeod (1944)

EXPERIMENT

METHOD
Heat-kill virulent S strain bacteria,
homogenize, and filter.
5 strain i
\\,-;— - 5 strain
Y 4 fwirulent)
g fittrate
AN I A,

Y Y Y

Treat samples with
erzymes that
destroy BMA,
proteing, or DA,

RMass Proteass DMase
(destroys (destroys {destroys
- RMA proteing DMAY

Add the treated
samples to cultures ¢
of R strain bacteria.

HYPOTHESIS: The chemical nature of the
transforming substance from pneumococcus is DNA.

R etrain
(nonwirulant)

Virulent 3 strain and R strain bactaria R atrain bacteria

Nog

Cultures treated with

BMase or protease ... but the culture
contain transformed trested with DMNase
S strain bacteria. .. does not.

CONCLUSION: Because only DNase destroyed the
transforming substance, the transforming substance is

DNA.




Van Beneden (1846)
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mitdtico Cromossomos
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mitético completo

RESULTADD FIRAL: CADA MOLECULA DE DNA &
COMPACTADA EM UM CROMOSSOMO MITOTICO
QUE E 10,000 VETES MAIS CURTO DO QUE EM SLIA

FORMA INTEIRAMENTE ESTENDIDA



it AN NN NN,

Dx_rf.ﬁ#

- ﬂ.m_\

| C‘KILOMETRICO

Fibra de cromating IS TAEEENEREEEI

ﬂEUtTO
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‘QUESTAQ 5-4

As mutacdes em um determinadao
gene do cromossomo X resultam
em daltonismo em homens. Por
outra lado, a maioria das mulheres
portadoras da mutagio possui visdo
para cores, mas enxerga os chjetos
coloridos com resolucio reduzida, |4
que suas células cone funcionais (as
células fotorreceptoras responsd-
veis pela visio em cores) estdo mais
distantes umas das outras na retina
do que o normal, Vocé pode dar
uma explicagdo plausivel para essa
observacio? S5e uma mulher é daltd-
nica, o que vocé poderia dizer a res-
peito de seu pai? E a respeito de sua

mae? Expligue suas respostas.




Célula do embrido inicial

X, Xm

INATIVAGCAO DE UM CROMOSSOMO
X SELECIONADO ALEATORIAMENTE

Xp Xm

X @xi/\
|

HERANGA DIRETA DO PADRAO DE INATIVAGAO DO CROMOSSOMO X
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Apenas Xn, ativo neste clone Apenas X, ativo neste clone




O que é um gene?



O que é um gene?

Bolo simples

Ingredientes

2 xicaras (chd) de acucar

3 xicaras (cha) de farinha de trigo

4 colheres (sopa) de margarina

3 ovos

1 e 1/2 xicara (cha) de leite

1 colher (sopa) bem cheia de fermento em po

Modo de Preparo

Bata as claras em neve e reserve

Misture as gemas, a margarina e o acucar até obter uma massa homogénea
Acrescente o leite e a farinha de trigo aos poucos, sem parar de bater

Por ultimo, adicione as claras em neve e o fermento

Despeje a massa em uma forma grande de furo central untada e enfarinhada

Asse em forno médio 180 °C, pré-aquecido, por aproximadamente 40 minutos ou ao
furar o bolo com um garfo, este saia limpo
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Regido codificadora
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5, {J DNA
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L |
Gene bacteriano

Regides codificadoras Regides ndo codificadoras
(éxons) (introns)
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Gene eucariético




Como melhorar essa imagem?

* Regioes UTR
* Regides regulatorias
* Sitios de splicing



Quantos genes existem?

Human gene number estimates over time
&, 700,000 1 @

Gane number
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Que tamanhos genomas tem?

mostly coding DNA

Mycoplasma E. coli
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Quantos genes existem?

Humans have fewer genes

In Thursday's issue of the journal Mature, researchers
who decoded the human genome concluded that
people have only 20,000 to 25,000 genes, a drop
from the 30,000 to 40,000 estimated in 2001,
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fa) Chimp (b) Human

Sintenia: http://cinteny.cchmc.org/doc/multiplegenomes.php
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Olhando a estrutura do DNA de
perto



Blocos construtores de DNA Fitade DNA

Fosfato

Acucar
\i/ + 8 — T

Acucar-  Base
fosfato

Nucleotideo



NOMENCLATURA  Os nucleosideos e os nucleotideos sao denominados sequndo a base nitrogenada que possuirem.

BASE

Adenina

Guanina

Citosina

Uracila

Timina

NUCLEOSIDEO

Adenosina
Guanosina
Citidina
Uridina

Timidina

ABREV.

A

A abreviatura de uma s6 letra é usada para
abreviar (1) apenas a base, (2) apenas o
nucleosideo ou (3) apenas o nucleotideo.
Normalmente, o contexto deixa claro de qual
dos trés sentidos se trata. Quando o contexto
nao é suficiente, adiciona-se os termos “base”,
"nucleosideo” ou “nucleotideo”, como no
exemplo abaixo, usando o cddigo de 3 letras
dos nucleotideos.

AMP = monofosfato de adenosina
dAMP = monofosfato de desoxiadenosina
UDP  =difosfato de uridina

ATP  =trifosfato de adenosina

Base

o)

Base + agticar = NUCLEOSIDEOS

Base

<

BASE + ACUCAR + FOSFATO = NUCLEOTIDEO

P



1 Carregam energia quimica nas suas ligagoes anidrido fosfdrico facilmente hidrolisaveis.

NH,
Ligagdo anidrido fosférico
l_l_l |_|_| /N \N
0 0 0 < | )
| | | NN P
0 P=50—R==0
N 0N

OH OH

Exemplo: ATP (ou M)



2 Combinam-se a outros grupos formando coenzimas.

H H (|)’HH (l)HCH3H (ﬁ <|> KNN

Hs ~C ~C ~N—C —C —C -N—C —C —C —C -0—P—0—P—0 —CH,

| | |
HHH HHH H ChhH O O

Exemplo: coenzima A (CoA)




3 Sao usados como moléculas sinalizadoras especificas pelas células.

Exemplo: AMP ciclico (cCAMP)
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Blocos construtores de DNA Fitade DNA

Fosfato
Aclcar
el —
Aglcar-  Base 7
fosfato Nucleotideo
3

Esqueleto de
agucar-fosfato

3!
Pares de bases unidos por
ligagdes de hidrogénio
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CCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCA
ATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAG
CCAGGGCTGGGCATAAAAGICAGGGCAGAG
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACAC
AACTGTGTTCACTAGCAACTCAAACAGACA
CCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGRAGT
CTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGA
ACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGG
GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGT
TTAAGGAGACCAATAGARACTGGGCATGTG
GAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATA
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTAT
TTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTAC
CCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTT
GGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGITATG
GGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAG
ARAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTG
GCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAG
CTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTG
AGTCTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCC
CCTTCTTTTCTATGGT TAAGTTCATGTCAT
AGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTT
AGAATGGGAAACAGACGAATGATTIGCATCA
GTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGITTC
TTTTATTTGCTGTTCATAACAATIGTTTIC
TTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTT
CTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAA



Replicacao de DNA
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Replicacao Semi-
Conservativa

Filamento Filamento
original original
Filamento <4=Filamento




Modelos alternativos ao semi-
conservativo

a) Semiconservative model b) Conservative model c) Dispersive model

YIN'/4

[/\')()?
a()'({ 2

Parental Parental Parental
9 After first . Atter first & After first Q
(o  replication replicaton 4 replicaton ~ §
9 cycle & cycle Q g cycle Q

\
/

/\ /

9 ‘ After second
; replication t ;

SN

/

/

0\
N~

1/‘/

b replication (

& cycle

\)0‘\

v/
7

After second
replication ‘
cycle

\

v/
7

-

v/

-

; 0()0‘ -~

| =
N

After second
N\

YO\
S

SN



1957

Cresceram E. coli em meio
com N-15 e depois voltaram
pra N-14
Purificac@o do DNA das
bactérias
Trés tipos de DNA

- N-15+N-15

- N-15+N-14

- N-14 + N-14

e O

Density

-4

INVESTIGATING LIFE

DNA replicates semiconservatively.

Grow bacteria in
ON (heavy) medium.

Transfer some bacteria
10 ON (ight) medium;
bacterial growth continues.

Sample at Sample after Sample after
0 minutes 20 minutes 40 minutes

Samples are taken after 0
minutes, 20 minutes (after
one round of replication),
and 40 minutes (two rounds
of replication).

- L

. @ @&
ONADN (ight) DNA ‘ | | -
ON/BN (ntermediate) ONA — - ——
ON/OBN (heavy) DNA -.l | 5 ‘>
U b b
First Second
(aﬁr::t ) generation generation
Wi (allintermediate) (half intermediate, half light)
INTERPRETATION NN
Before the bacteria reproduce Pl NONRRRR — NN
for the first ime in the light R
medium (at 0 minutes), all MO
DNA (perenta) is heavy. N
Parent New "\ NN

strand®y  strand O

After two generations, half the
DNA was intermediate and
half was light only; there was
no heavy-only DNA.

(9ol (@ LVA{o)\} This pattern could only have been observed if each DNA molecule contains a template strand from

the parental DNA; thus DNA replication is semiconservative.

Je, Figure 13.11

©2011 Sinay



Origemde  DNAde

replicacao dupla-
| | -hélice
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5!
Dupla-hélice aberta
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proteinas iniciadoras
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Moldes de DNA de fita simples
prontos para a sintese de DNA
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Trifosfato 5'
3 I

Ho ot W = ¢4+ @
1 ) Pirofosfato
3 5 Fita iniciadora
v o o id Diregdo 5'-3'de
iniciadora crescimento
da cadeia

Trifosfato HO
desoxirribonucleosideo
a ser incorporado
; Fita-
—— : -molde
( A] 5 i 3 i
"Dedos” "Polegar”

Trifosfato de
desoxirribonucleosideo
aserincorporado

p P
Fita-molde ¢
3 _L
—_—
5 POSICIONAMENTO INCORPORAGAO
DOTRIFOSFATO DE DE NUCLEOTIDEO
Fita DESOXIRRIBONUCLEOSIDEO SEGUIDA PELA
iniciadora TRANSLOCACAO DO DNA

8



3!

5!’

Fita-lider

Fita descontinua com
fragmentos de Okasaki

DNA
5/ sintetizado mais
3 = recentemente

3!

5'

5'
3'



Fita-molde

DNA recém-
-sintetizado

POLIMERIZAGAO EDICAO

Figura 5-9 Edicdo pela DNA-polimerase. Esquema das estruturas da DNA-
-polimerase complexadas com o DNA-molde no modo de polimerizacao (es-
querda) e no modo de edicdo (direita). Os sitios cataliticos para as reacoes de
exonuclease (E) e polimerizacao (P) estao indicados. No modo de edicdo, o
DNA recém-sintetizado temporariamente se libera do molde e a polimerase
sofre uma alteracao conformacional, posicionando o sitio catalitico de edicao
para remover o nucleotideo mais recentemente adicionado.



Iniciadorde RNA DNA-primase

3'



Sintese do novo
Iniciador iniciador de RNA
de RNA pela DNA-primase

3" I 3 4
5 3
Mold! A DNA-polimerase adiciona-se
da fita ao novo iniciador de RNA,
descontinua iniciando um novo fragmento

de Okasaki.

3 5 {5

5' I 3

A DNA-polimerase termina
o fragmento de DNA.

3' I
. _______________________________kj

0 fragmento antigo do
iniciador de RNA é removido
e substituido por DNA.

Iy Eee—— 5
5" I 3

A DNA-ligase liga os novos
fragmentos de Okasaki a
cadeia crescente.

3’ I 5
5 I '



T PTG

Ligagao da
DNA-helicase

1




DNA-polimerase

> I 4 \f

Regido de fita simples
no DNA-molde com
"~ pequenas regides de
bases pareadas,
formando "grampos”

4!

Mondmeros da “ )
proteina ligadora
de fita simples : .‘ —

A ligacdo cooperativa das proteinas estende as regides da cadeia



Molde da Fita recém-
fita-lider -sintetizada

\’\"\jﬁ DNA-polimerase
’\5\.\/ sobre a fita-lider
e

DNA-primase

Cinta deslizante e
montador da cinta

\

Hélice de
DNA original

Proteina ligadora de

DNA de fita simpl Y
S P i Y ’ ——— DNA-helicase
. | Molde da fita
i \:\/ descontinua
/ Jhh DNA-polimerase sobre />- /\_ ”
Iniciador afita descontinua Fita recém-
deRNA Novo f . (terminando um sintetizada
chiallCl LU fragmento de Okasaki)

(A) de Okasaki



Dupla-hélice  Dominio da ATPase
deDNA1 da topoisomerase

Dupla-hélice
deDNA 2

_

Ligagdo doATP e Passagem da hélice 1 Religagdo da quebra

dimerizacao dos dominios pela quebra da hélice 2 l na hélice 2; liberagdo
da ATPase; quebra na dahélice 1 Dupla-hélice

fita dupla da hélice 2 deDNA 1



Duas duplas-hélices
de DNA circular
estao entrelacadas

Topoisomerase Il

Uma topoisomerase
dotipo || forma uma
ligagao covalente e
reversivel as duas fitas
de DNA opostas,
interrompendo a
dupla-hélice (em faranja)
e formando uma
“fenda"proteica.

L

Afendada
topoisomerase
abre efecha,

_ deixando asegunda

~ hélice de DNA passar.

Areversaoda
; ligagdo covalente
g da topoisomerase

regenera uma
F. w dupla-hélice
intacta.

L}

’

Duas duplas-hélices
de DNA circular separadas



Origem de replicagdo
¥
T
AR

ABERTURA LOCAL
DA HELICE DE DNA

LTS
I L —
TITTTTITTTITOTvooovroy e ATTTTTTTTTrooomoyyo
NIRRT SULLUGLLU L
Uy

SINTESE DO
INICIADOR DE RNA

T
G Ty, :
oo
i Rt

gy ™

INICIO DA SINTESE
DAFITA-LIDER

%

A \
TS JJ.IJ.LIJ.LLLLI.I% AT

LLLULEREELL UL
“, ~

A

‘6“ TITETTTTTTITTTTIT

7, 3
S

INICIADORES DE RNA
INICIAM A SINTESE
DAFITADESCONTINUA
Fita descontinua Fita-lider da
da forquilha 1 forquilha 2

_\-\‘\'I'I'T\‘}l O AR IIJ'“'I,'“,/
&
TS ¥ “m

Uit S
o’l LR AR AT RN RN LARAN] Iiu LU I‘I_‘I.\\\\/
Fita-lider da Fita descontinua
forquilha 1 da forquilha 2

<~FORQUILHA 1 FORQUILHA 2



O problema da replicagao da ponta do
DNA



Fita original
J g

i TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
S AACCCC - o
5 " Fita descontinua incompleta, recém-sintetizada
LIGACAO DA
TELOMERASE 5
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG Dire¢do da
AACCCC ACCCCAAC [ mp sintesedo
5 teldmero
TELOMERASE ALONGA
) A EXTREMIDADE% Telomerase com molde de RNA ligado
(sintese de DNAa partir
de um molde de RNA)
3?
D TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG ‘
[ =AACCC'C5’ ACCCCAAC
A DNA-POLIMERASE :
COMPLETA A SINTESE
DAFITA DESCONTINUA
(sintese de DNA a partir
de um molde de DNA) {

3 !
b TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
e AACCCC ECCAACCCCAACCCCS'

DNA-polimerase



Telomero e Telomerase

- — fita-molde v~
s R 1 1 1 1 3 Repeticao
- LRI telomérica

fita retardada s
iniciador A
1 _recém-sintetizada de RNA 3G GTT
incompleta AL
Y T S TR ' EE EEE
3’—!3 J telomerase sintetiza \
repeticoes adicionais

1 na fita-molde

a sintese de DNA a partir do
REPARO DE DNA iniciador de RNA completa
_ a fita retardada

extremidade cromossdmica replicada

https://www.youtube.com/watch?v=vf9tSk

~NTrLC




Transcrigao

Biologia Molecular

Prof. Michel Naslavsky



RNA

* Polimero composto de 4 tipos diferentes de
(ribo)nucleotideo (A, U, G, C).

* Ribonucleotideos ligados por ligagdes fosfodiester (agucar-
fosfato).

* Fita simples (formas tridimensionais).

* Sintetizado de forma complementar a fita-molde de DNA.

HOCH, O oM

H H
OH OH
. FRibose
Usada no &ddo
fbonudec o ANA) desoxiriborudeico (DNA)
(8 0
I e Il
C 3 ~ C
HC” TNH & L
Il | I |
HC HC C
- N -~ \0 ~ N ~ \O
I |
H H
Uracia Tirmina




Replicagdo do DNA

Reparo do DNA
( Recombinagdo genética)
DNA

- HH H HHHHHHH
Sintese do RNA
(transcri¢ao)
RNA
S FYEEETET O
| Sintese de proteinas
(tradugao)
PROTEINA

H2N WCOOH

Aminoéacidos



Expressao Génica Diferencial

* A célula pode controlar a expressao de cada um de seus genes de acordo com
a necessidade do momento.

« Cada gene pode ser transcrito e traduzido sob taxas diferentes, permitindo que
a ceélula sintetize enormes quantidades de certas proteinas e minimas
quantidades de outras.

Gene A Gene B
—_— B ——
l TRANSCRICAO TRANSCRICAO
A 4
I RNA . RNA
[
e
(=
l TRADUCAO TRADUCAO
A
A AAAA B
sdeeee
Vo e
o000 ®



Transcricao

» Muitas copias idénticas de RNA podem ser produzidas a partir do mesmo gene.
« Cada uma dessas moléculas de RNA codificam varias moléculas idénticas de proteina.

» Se necessario a célula rapidamente sintetiza grande quantidade dessa proteina.




Bolha de transcrigao

Nontemplate
strand RNA

Rewinding - \ o
. Y/ - S} Unwinding Transcricao
DNA oy : : :

Fita molde RNA-Polimerase

RNA-DNA Active site

5" hybrid, 8 bp

. 2

Direcao da transcrigao

Fita-Codificadora (5°-3’) 5"« =

Fita-Molde (3°-5°) 3' 0 0 W

RNA (5-3') 5* ]




RNA-Polimerase

13 Dire¢do da N Dupla-hélice
RNA-polimerase transcricdo de DNA
lll 6
Trifosfatosde
_sribonucleosideo
_______ K/
%
}l
‘b
[ , Canal de entrada
Canal de ‘ Sitio ativo de trifosfatos de
fs’ saida do RNA |‘ ribenuclecsideo
Transcrito de RNA Regido curta de

recentemente sintetizado  hélice DNA/RNA

DNA-Polimerase RNA-Polimerase

Catalisa ligagoesfosfodiéster Catalisa ligagdesfosfodiéster
entre desorribonucleotideos.  entre ribonucleotideos.

Necessita de iniciadores N3o necessita de iniciadores
(primers) para iniciar sua (primers) para iniciar sua
polimerizagao. polimerizagao.

Tem autocorrecdo (107) Tem autocorrecdo (10%)

CofatorInorgdnico Mg*? CofatorInorganico Mg*?



EXPRESSAO GENICA EM PROCARIOTO EXPRESSAO GENICA EM EUCARIOTO

TRANSCRICAO
V_‘ mRNA
TRADUCAO
Vv
Membrana
plasmatica

Membrana
Parede plasmatica
celular

e




Unidade de Transcricao

* Procarioto: carrega a informacdo de um conjunto de genes que sao
transcritos em uma molécula unica de RNAm que carrega a informacgao para

varias proteinas distintas.

* Eucarioto: carrega informacao de apenas um gene, e portanto codifica ou
para uma unica molécula de RNA, ou para uma unica proteina (ou grupo de
proteinas relacionadas, se o transcrito de RNA inicial for processado de
diferentes maneiras produzindo diferentes RNAm — Splicing Alternativo).

mRNA procaridtico
Sequéncia Sequéncia
5 codificante ndo-codificante 3
P ¢ ¢ | S S
Proteina o Proteina B Proteina y
MRNA eucariético
Sequéncia Sequéncia
codificante néo-cpd ificante
® 5 \ \

|
CH, l
| I S |

s |e—

Prateina

G — ¢ ¢ p | S A

S N i 5
3 el i, 5

Regides codificadoras

(éxons)

5 o —
[ —

Gene bacteriano

codificadoras

- =
— ==

DNA

Regides ndo

(introns)

-
-

Gene eucariotico

e 3
DNA
R, 5



Transcricao em Procariotos

Promoter DNA
4 2 A\

Coding - 35 sequence -10 sequence Startpoint

strand —r L — +1
5 TTGACA TATAAT A -3’
3= AACTGT ATATTA i 5"

Template TATA Box

strand Transcription

5/ i > 31
RNA

Transcritos de RNA
DNAdo cromossomo de E. coli

R —] ih
s Genea : Gened Genee 3’

- § Geneb Gene ¢ Genef Geneg 5’

B 4 Saaaa——

5.000 pares de nucleotideos




RNA

e Transcricao em Procariotos

V N % onA RNA-polimerase (holoenzima)

RNA-polimerase

pe—  Cofator Inorganico (Mg+*?)
» Ativa na presenca do Fator Sigma (o)

* Promotor: local de ligacao do Fator Sigma.
* RNA-polimerase:

/ - abertura da dupla-hélice (sem ATP).
- liberacao do Fator Sigma.

= - polimerizagao (5°-3").

A » Terminador: Grampo G-C seguido de A-T.

PROMOTOR
(sinal de inicia¢ao) -35 10 +1
5 -TAGTGTATTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACG-—3'WD\A
¥ —ATCACATAACTGTACTATC TTCGTGAGATGATATAAGAGTTATCCAGGTGC —5 ‘
A
Sitio de TRANSCRICAO
Iniciagao
Fita-molde
S e 3 RNA
TERMINADOR sitio de g ’
(sinal de término) terminagao
A4
5 —CCCACAGCCGCCAGTTCCGETEGGCGGCATTITAACTTTCTTTAATGA—3 DNA
3 —GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTG AAAGAAATTACT —5 <

TRAI R
RANSCRICAQ Fita-molde

P — : - — ' RNA



Transcricao em Procariotos

Sitio de
iniciacdo Gene
o v / :
3 —— 5:] DNA
r —
. Promotor Terminador
/ Fita-molde
RNA-polimerase INiCIO DA
SINTESE DE RNA
\4
- = " 3
3 “ N R — %
%
Fator sigma
5’ Crescimento da fita de RNA

TERMINO DA SINTESE E
LIBERACAO DA POLIMERASE
E DA CADEIA COMPLETA

DE RNA

3 e L
i a o3 s ad
5 b Religagdo do
\< 4 fator sigma
\ 4 A4

wu
g

31
Sl




Transcricao em Eucariotos

Tabela 6-2 Astrés RNA-polimerases de células eucarioticas

RNA-polimerase | Genes do rRNA 5,85, 18S e 28S.

RNA-polimerase Il Todos os genes que codificam proteinas, além de genes que
codificam snoRNA, miRNA, siRNA e a maioria dos genes de
snRNA.

Genes detRNA, rRNA 5S, alguns snRNA e genes de outros
pequenos RNAs.

RNA-polimerase lll

Ponto de inicio
da transcricdo

-35 -25 r +30

\ BRE TATA INR DPE |
|
Promotor
Sequéncia Fator
Elemento e geral de
transcri¢ao

BRE G/CG/CG/ACGCC TFIB
TATA TATAA/TAAT TBP
INR COTC/TANT/ACTCT TFID
DPE A/GGA/TCGTG TFID

» Fatores Gerais de Transcricao Il (TFIl): sdo necessarios praticamente em todos os promotores
utilizados pela RNA-polimerase |I.



Inicio da transcricao

B - Transcricao em Eucariotos
f—ﬁ

_ TBP TFID

Complexo de Iniciacao de Transcricao

TFIB

Fatores Gerais de
Transcrigao

& D oo TFII-D (TBP) Reconhece o TATA Box (-25).
o-1-"\ eeee TFII-B Reconhece o BRE (-35).
’ T | e TFII-F Estabiliza a RNA-polimerase Il com
o TFII-D e TFII-B.
Atrai TFII-E e TFII-H.
) TFII-E Atrai TFII-H.

B - TFII-H Abre a dupla-hélice.
HEGIE ™} Retmgeem. Fosforila CTD (separacdo dos TFlls).

| ossoccio oawmonn Libera a RNA-polimerase Il do

DETRANSCRIGAD. promotor.
-

E) = v

| =

TRANSCRICAD https://youtu.be/slOneovpOEk




Transcricao em Eucariotos

» Fatores de Transcricao Especificos: se ligam aos sitios de “Enhancer”.

Activador (fator de
.transaido especifico)
\ Enhancer

e e e
/ %\

Fatoresde | -
transcrigdo
i = —

:, ) RNA
] S Polimerase Il

-—

¥

romotor caixa TATA
Transcrigdo



Transcricao em Eucariotos

» Fatores de Transcricdo Especificos: Proteinas ativadoras que se ligam aos
sitios de “Enhancer”. Também se ligam ao mediador.

» Complexo de Remodelacido da Cromatina.

* Enzimas modificadoras de histonas.

r Proteina ativadora

TATA box e
Inicio da
LIGAGAO DOS FATORES GERAIS DE transcri¢do
TRANSCRICAO, RNA-POLIMERASE,
MEDIADOR, COMPLEXOS DE
REMODELAGAO DE CROMATINA E
ENZIMAS MODIFICADORAS DE HISTONAS

1
Estimulador
(sitio de ligagdo para
aproteina ativadora)

Complexo de
remodelagao
de cromatina

/
\\
\

< Enzima modificadora
| de histona

INICIO DA TRANSCRICAO

https://www.youtube.com/watch?v=vi-zZWoobt Q




Transcricao em Eucariotos

Dominio C-Terminal (CTD)

A fosforilacao de CTD faz com que componentes da maquinaria do
processamento do RNA se acumulem sobre a RNA-polimerase e estejam
proximos para modificar o RNA recém-transcrito assim que ele emergir da

RNA-polimerase.

RNA-polimerase |l

PP PP
T
atores ce

Fatores poliadenilacdo
de splicing

Fatores de capeamento

PP PP

®u
\ ~ mRNA
INICIO DO @

PRCCESSAMENTO
DO RNA

OO0, Enhancer

-~
¥~

) KX OO

. M
Coxaexsgiod™ ,
o i Ativador

TFIH

I
a1o-od yNY

THIF

TFIE

RNA polimerase |l KOO



Transcricao

Estrutura do gene

Procariotos

Eucariotos

RNA-codirl\g sequence
U 1

DNA
Promoter Terminator

l Transcription |

Protein-codling sequence

Leader ' . Trailer
mRNA 5‘—3'
l Translationl

Polypeptide Q

RNA-coding sequence

DNA MZ/RNZI T

Promoter Terminator
l Tronscriptionl
Cap Poly(A) tail
Exon Intron  Exon Intron Exon
i ) oy
Pre-mRNA AAAAA
Leader Trailer
RNA processing:
introns removed
Protein-codling sequence
MRNA s ' AAAAAT

l Translation|

Polypeptide »Q




Processamento do RNAmM de Eucariotos

1) Capeamento da extremidade 5’: CAP-5’

Ocorre logo que a extremidade 5’ emerge.

a) Retirada de um fosfato
b) Adicao de uma Guanosina Monofosfato (GMP)

c) Metilacdo do GMP

Extremidade 5'do

mRNA procariético
Sequéncia Sequéncia 7-metilguanosina transcrito primario
codificante nao-codificante f 1 r 1
5 \ 3 HO OH
Pob  p— — p—
! } } =
CH,—P—P—P—CH,
e pe— | — o
Proteina a Proteina B Proteinay v
h\‘ ® 1 OH
MRNA eucariético CH, Ponte a
Sequéncia Sequéncia trifosfato
codificante ndo-codificante (B) 5'para 5’
@5 \ ,
ASA 3
G ¢ ¢ p | N 0 S A AN cH,
|
CH, l
e — |
Quepe 5’ [ ,
Proteina OH
7)) :
CH,
- Distingao dos RNAmM dos outros RNAs. OH

- No nucleo se liga ao CBC para exportacao para o citosol.
- Local que auxilia na montagem do Ribossomo (Traducgao).



Processamento do RNAmM de Eucariotos

(A)

_—Sequénciado intron

Sequéncia K Sequéncia
do é;pn 5 2.,_10-;;4.,\~ do é,xon 3
s I p— 2) Splicing:

- Remove os introns de pré-RNAm
recém-transcritos por duas reacoes
OH A de transesterificacao.

- Enorme gasto energético (ATP).



Processamento do RNAmM de Eucariotos

2) Splicing: duas reacdes de transesterificacao.

(A) TRANSCRITO PRIMARIO NORMAL
DA B-GLOBINA EM ADULTO

Exon Exon Exon
1 /‘/\ 3
= =i
? uéncias de introns
Sequéncias necessaias a remogao do intron 5 '

o~ ~——

O mRNA normal ¢ formado a partir de tréséxons,

| S
5’ l 1 r 3 . © Aw&maww‘%
NUCLEOTIDEO QUE DESTROEM UM SIT
= == AG GURAGU - -\ \- - YURAC - = YYYYYYYYNCAG G - = - SOCRO eI

NORMAL DE SPLICING PROVOCAM O
\ transcrito primario ABANDONO DE UM EXON

Exon 1 Intron Exon 2 -{\-

[INTRON REMOVIDO MRNA com auséncia do éxon 2

(C) ALGUMAS ALTERAGOES DE UM UNICO
5 3’ NUCLEOTIDEO QUE DESTROEM UM SITIO
Porgdo de NORMAL DE SPUCING ATIVAM SITIOS
-==AGlG--- QRPTICOS DE SPUCING
um mRNA

Exon 1 Exon 2 -/\-/\ =

mRNA com um éxon 3 estendido

D) AIGUMASALTERACOES DE UM UNICO
NUCLEOTIDEO QUE CRIAM NOVOS SITIOS
DESPUCING CAUSAM AINSERCAO
DE NOVOS EXONS

-/\-/\ ‘/\-

mRNA com éxon extra inserido
entreoséxons 2 e 3



Sitio de splicing 5 Sitio de splicing 3
BBP U2AF
Exorj 1 ) Intron '_/;\_‘ Ex{on 2
5’ i A E— 1
U1 snRNP L2 snRNEP
BBP
U2AF
U2 snRNP
p*
Intron
s e A | 1
hTRlPLOS"RNP U4/UG-Us
U4/Ue snRNE

\“\ .
5. 7 ﬁ3f

" US snRNP

FORMAGAQ DO LACO
U1, U4 E CLIVAGEM DO STIO 5'DE
SPLICING

U6 snRNP

A
"
5 A_/—a‘

SPLICING E UNIAQ DAS DUAS

CLIVAGEM DO SITIO 3' DE
SEQUENCIAS DOS EXONS

T Intron excisado sob aforma

h de um lago (o RNA do intron
A ' serd degradado no nicleo;

3
. o4 2ssnRNPs serdo recicladas).

.-

+
Exon 1 Exon2  porcio
do mRNA

Processamento do
RNAmM de Eucariotos

2) Splicing: duas reacdes de
transesterificacao.

Spliceossomo:

« snRNAs: U1, U2, U4, U5, U6

(reconhecem as sequéncias para que o
splincing ocorra)

* snRNPs: snRNA + proteinas

https://youtu.be/CdwLKwseP9Q

https://youtu.be/aVgwrOQpYNE




Splicing Alternativo: diferentes proteinas originadas do mesmo gene.

r Gene da a-tropomiosina

M BN BN B NN NN NN S 3

3’ B N B I EE EEEE S . S
{/' N A A A

1 DNA

TRANSCRICAO, SPLICING E
CUVAGEM/POLIADENILACAO 3’

5’ MM3’ mRNA de musculo estriado
s ma . ww w WWW —mmmmm—3' mANA de miscuio liso
5w N w W W W mmmm—3' mRNA defibroblasto
5’ N\NWVW’/‘/\—T mRNA de fibroblasto

- /\/\JWW\- < mRNA de cérebro



Processamento do
RNAmM de Eucariotos

3) Poliadenilacao: adicao de uma
cauda Poli-A na extremidade 3'.

Sequéncia Terminal

[—
10-30nudeotideos £ 30 nucleotideos :
| 1 T
— Rico em GU ou ricoem U
CPSF lcwmm CstF
MUAM or Rico em GU ou ricoemy
| Degradado
no nucleo
laucAo
DE Poli-A

}
MUMA  CAAAAAA----oo oA on

~250

Sinaws de
chvagem ¢
o aadorida 80
YA polimernane codficadcs
NOONA
s  —
» & :
e =
Cuf A l
oS
5
— -
L4 P
N |
adcona
»f dechvagom
. RNA CUWADO
Pl A paumer me
) L—.
' A KNA-
. pamenae
N
Protene o frelles
g0 d pov A
% =
- OS. I
AAUAAA AAAAAAAAAAAA
Protenas 300N e
MLGUACAO DO de igagso dpok A

COMPIMINTO DA POLFA




Transporte do RNAm de Eucarioto para o
Citoplasma

https://www.youtube.com/watch?v=FzrKdj-7hzU



Transporte do RNAmM de
Eucarioto para o
Citoplasma

Complexo do
RNA“pronto poronuclear
para exportagao”
RNA conforme S
|
NG ITOPLA
Cromatina TRANSCRICGAO  —» UCLEO CITOPLASMA
(A)
i ’ Fatores de iniciagdo
ik iy para a sintese proteica
elF4G  elF4E CBC
Proteinas CBC Ve
hnRNP r &y ’

s P { "
Quepe 5 3" )s' : o
M . | TRADUCAO
/\‘

Proteinas de
CITOSOL AAAAAAR

Receptorde ligacdo 2 poli-A

o igagdo a poli .‘~

nuclear ’
Proteinas restritas

ao nucleo



Transporte do RNAm, RNAt e RNAr de
Eucarioto para o Citoplasma

pré-mRNA

Processamento

v Subunidades K
mRNA i tRNA

dos ribossomas
funcional ‘ ‘

mRNA ¢

| &%
et M
“ATP 3
i AP
v
v -




As células produzem diversos tipos de RNA a
partir da transcricao do DNA.

» Maioria dos genes: RNA codificantes

- sera traduzido em uma proteina.
- RNAmM Replicagdo do DNA

5 Reparo do DNA
Recombinacdo genética

» Minoria dos genes: RNA nao-codificantes

- ndo sera traduzidoem uma proteina. DNA
-RNAéOprOdutO final . Slnlnn.nlnnnm-..u.l.-'. 3'
- Funcéo catalitica ou estrutural y<PALRARRARRRRRRARARARN 5
(fita simples com formas tridimensionais). Sintese do RNA
- RNAr, RNAt, microRNA, siRNA, snRNAs. (transcrigao)
RNA




RNAmM RNAs mensageiros da
informacao, codificam proteinas.

RNAr RNAs ribossomais, formam a
estrutura basica do ribossomo e
catalisam a sintese proteica.

RNAt RNA transportadores,
funcionam como adaptadores
entre RNAm e os aminoacidos.

SnRNAs Pequenos RNAs nucleares,
auxiliam no processo de splicing.

microRNA (introns) Silenciamento génico, bloqueio
da traducao no ribossomo e
desadenilacao.

SiRNA (sintético) Silenciamento génico,
degradacao do RNAm.

Telomerase Possue um molde de RNA,
sintese dos telomeros.

Ribozimas RNA catalisador.



RNAr: RNA ribossomal

MW 2.500.000

MW 4.200.000
505 / \ 206 605 / \ 05
}w woo.o:o\ M} 900.000 Mw/?-mﬂi\ MW 1.400.000
RNA 55 RNA 235 RNA 165 RNA 55 RNA 285 rRNA 5,85 RNA 185
120 g § 120 160 E
nucleotideos 2900 1.540 nudeotideos nucleotideos 1.900
nucieotideos nucleotideos nucleotideos
4700
nudeotideos
N
34 proteinas 21 protanas ~49 proteinas ~33 proteinas

RBOSSOMO PROCARIOTICO RBOSSOMO EUCARIOTICO



RNAt: RNA transortador

5* GLGGAUUIAGCUCAEDDGBBAG AGC GCC AGAGUGIAYA ¥ CUGGAGGUCCUGUG TWCGAUCCACAGAAUUCGCABEN 3°

LS
O anticddan



microRNA e siRNA: silenciamento génico

shRNA expression long dsRNA synthetic SiRNA
vector
Dicer | / - /
| -
—_— Exportin-5 - ey TSI
Pri-shRNA Pre-shRNA Pre-shRNA  .Dicef SIRNA Recognized by

RISC to initiate
RNAI mechanism

memf\' T Cm“m" .
Pn MIRNA Drosha Pre-miRNA Pro-miRNA Dicor m:RNA

Geneencod'ng
miIRNA
el s
NUCLEUS CYTOPLASM JRmEL_RE
mIRNA mimic
MIRNA expression
vector
full complementary
(Ago2) —
,@ > — —
m \R_IS_C N N/  targetmRNA \“-_/ mRNA degradation
siRNA
deadenylation translation repression
partial complementary /\
el Yormm . RISC_/ . _/ _'@ A @
it — — target mMRNA — ribosomes
miRNA

*antisense strand
(guide strand)



Telomerase: molde de RNA para sintese do Telomero

. Fita original
y, g

s TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
| B AACCCC

5’ ™ Fita descontinua incompleta, recém-sintetizada
LIGACAO DA |

TELOMERASE 3¢

TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG Dire¢do da
AACCCC ACCCCAAC m) sintesedo
5’ teldmero
TELOMERASE ALONGA
A EXTREMIDADE3’
(sintese de DNA a partir Telomerase com molde de RNA ligado
de um mokde de RNA)

D TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
| N AACC Cg'

A DNA-POLIMERASE
COMPLETA A SINTESE
DA FITA DESCONTINUA
(sintese de DNA a partir
de um molde de DNA)

L TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
B AACCCC CCCAACCCCAACCCCS <

DNA-polimerase

ACCCCAAC

’



Ribozima: RNA catalisador

Tabela 6-5 Algumas reagdes bioquimicas que podem ser catalisadas por ribozimas

_ s‘
;

Formacdo de ligagdo peptidica RNA ribossomal

na sintese de proteinas

Clivagem de RNA, ligagdo de RNA RNAs auto-splicing; RNase P; incluindo RNA
selecionado in vitro

Clivagem de DNA RNAs auto-splicing

Splicing de RNA RNAs auto-splicing, talvez RNAs do spliceossomo




Transcrigao Reversa:

O genoma de alguns virus € constituido por RNA. Esses virus possuem a enzima
Transcriptase Reversa que produzem um cDNA a partir do RNA original.

Retrovirus infection and reverse transcription

«‘

retrovirus

Q&/‘

':lral RNA

reverse
transcriptase

host cell new virion

2009 Encyclopaedia Br'lannica, Inc.
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Cada tipo celular tem um repertorio
especifico

1. Varios processos basicos e essenciais para a
célula demandam um repertério comum de
proteinas e RNAs funcionais, a exemplo de
proteinas estruturais dos cromossomos,
polimerases, enzimas de reparo de DNA,
proteinas ribossomais, enzimas envolvidas em
metabolismo, proteinas do citoesqueleto.
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2. Outras proteinas e RNAs funcionais estao presentes
em alguns tecidos e ausentes em outros.
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Cada tipo celular tem um repertorio
especifico

Varios processos basicos e essenciais para a célula demandam um
repertorio comum de proteinas e RNAs funcionais, a exemplo de
proteinas estruturais dos cromossomos, polimerases, enzimas de
reparo de DNA, proteinas ribossomais, enzimas envolvidas em
metabolismo, proteinas do citoesqueleto.

Outras proteinas e RNAs funcionais estao presentes em alguns
tecidos e ausentes em outros.

Mesmo em duas células que expressam os mesmos RNA
mensageiros, os niveis (quantidade) nao necessariamente sao os
mesmo e podem variar bastante.



Cada tipo celular tem um repertorio
especifico

Varios processos basicos e essenciais para a célula demandam um
repertorio comum de proteinas e RNAs funcionais, a exemplo de
proteinas estruturais dos cromossomos, polimerases, enzimas de
reparo de DNA, proteinas ribossomais, enzimas envolvidas em
metabolismo, proteinas do citoesqueleto.

Outras proteinas e RNAs funcionais estao presentes em alguns
tecidos e ausentes em outros.

Mesmo em duas células que expressam os mesmos RNA
mensageiros, os niveis (quantidade) nao necessariamente sao os
mesmo e podem variar bastante.

Tal variabilidade qualitativa e quantitativa nao reflete integralmente
a variabilidade de proteinas: ha outros niveis de regulacao



Cada tipo celular tem um repertorio
especifico

Genes que codificam componentes basais para todas (ou maioria) as células.

Constitutiva “Housekeepjnggenes”

Exbressio Genes expressos em alguns tecidos, mas nao todos. Fungdes relacionadas aos
p orgaos onde sdo expressos

Induzida

Genes expressos em apenas um tecido com fungio altamente especializada
(exemplo: beta-globina nos eritrécitos)

Regulada

enes expressos em apenas uma celula e em suas expansoes clonais
descendentes (exemplo: linfécitos B durante a resposta imune tardia para
maturar anticor




Cada tipo celular tem um repertorio
especifico

Atividade da aula anterior

https://www.cancercommons.org/knowledge-blog/ to-type-or-to-print-
oncotype-dx-and-mammablueprint-tests-for-breast-cancer/

Buscar exames que utilizem o conhecimento sobre expressao génica para
auxilio em diagndstico e/ou prognostico de cancer

1) Cite um exame e a propriedade informativa que permite sua aplicagao.

2) Quais tipos de genes espera-se que sejam mais informativos para este tipo
de teste?

3) Cite duas limitacoes deste tipo de exame.
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Controle do splicing

Capeamento e poliadenilagio do RNA

Sequéncia Sequéncia ndo

- 5 codificadora codificadora
i+
“G—FFP

| RMA

CH, 1 Cauda poli-A

Alberts — Fundamentos - Cap. 7, p233-238) ey
Proteina
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Controle do splicing

Capeamento e poliadenilagio do RNA
Sequéncia Sequéncia ndo
5 codifjcadura codifjcadora

G—PPP : AAAAA g5 1503

| RNA N

CH, | 1 Cauda poli-A
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Proteina

(A)

Regido codificadora

! _ g
> 3 J DNA
I, 5t
|
Gene bacteriano

Regides codificadoras Regides ndo codificadoras
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]

Gene eucaridtico



Controle do splicing

Alberts — Fundamentos - Cap. 7, p233-238)
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Controle do splicing

_—~Sequéncia do intron

2'HO=A
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Controle do splicing

Alberts — Fundamentos - Cap. 7, p233-238)

Exon 1 Exon 2 Exon 3
S' P I 3 ] DNA
3' — 5 |
TRANSCRICAO
Exon 1 Exon 2 Exon 3

3 oo 400909292 I 3 pré—mRNA

SPLICING ALTERNATIVO

DO pré-mRNA
1 2 3 2 3 1 2
— — —

Trés mRNAs alternativos

MRNA transcript splicing mRNA protein

\ : wild type protein
constitutive splicing
-_ - \ e : in frame deletion
exon skipping ___ alternative initiation
%  orabnormal
el alterr‘mative 5'splice site Seeais e
\ . * out frame deletion
R." alternative 3'splice site
| % altema.tive
intron retention C-Aerminus
e | < l g differenta-a
e sequences

|
mutually exclusive exons

altered amino

I startcodon [alternate start codon — constitutive protein—-shortened protein — acid sequence

% stopcodon ~_~ affected areaon mRNA transcript

http://chemistryolife.blogspot.com.br/2007/12/alternative-splicing.html



Controle do splicing

* Doencas associadas a mutag¢des na maquinaria de splicing: rarissimo!

Exemplo: Formas dominantes de retinite pigmentosa: mutacdo em um dos componentes do fator U4

* Doengas associadas a muta¢des que alteram localmente o padrao de splicing: muito mais comuns
Exemplos:

Atrofia espinhal progressiva (AEP): recessiva, incidéncia de 1:10000 até 1:6000 nascidos vivos. Degeneracgao de
neurdnios motores . O gene SMN1 codifica uma proteina do complexo snRNP. SMN2 é um gene duplicado e pode
compensar, se super expresso, a funcao de SMN1. A sua fungao é reduzida pois este gene tem uma diferenc¢a no exon 7,
a qual é responsavel pela sua excisao e truncamento.



Controle do splicing

* Doencas associadas a mutag¢des na maquinaria de splicing: rarissimo!

Exemplo: Formas dominantes de retinite pigmentosa: mutacdo em um dos componentes do fator U4

* Doengas associadas a muta¢des que alteram localmente o padrao de splicing: muito mais comuns

Exemplos:

== =f= Exon 11 12 — 3UTR

Pre-mRNA

r
- -
1!

/\‘\Norma\ splicing = lamin A

7 N

Exon 11 | ree (12 [ 3'UTR
182401?# j

\ ,/l\berrant and sporadic splicing
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/- < 5-Exon 11 12 — 3UTR 3-Ex 11
Codes 50 aa

DOI: 10.1042/BST20110687
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Sindrome de Hutchinson-Gilford: Progeria
https://www.omim.org/entry/176670

Normal splicing = lamin A

12

— 3'UTR

Aberrant and sporadic splicing e

5-Exon 11

> progerin

DOI: 10.1042/BST20110687




Controle pos-transcricional

Sitio de liga¢ao ao ribossomo

/
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B3-defensina-1 humana (hBD-1)

Imunidade inata &> Peptideo antimicrobiano

Provavel agao como supressor tumoral

Expressao constitutiva em céls. do tecido epitelial

DEFB1: gene codificador de hBD-1 (NT_023736)

Chromosome 8p23.1

SNPs

53 Long

3 T
) 5, // m o
Exon 1l Intron Exon 2
95/128/211 bp 6970 bp 252bp



SNPs: -52 G/A; -44 C/G ; -20 G/A

Asma

P. aeruginosa em pacientes com fibrose cistica
Progressao de septicemia

Doenga pulmonaria obstrutiva cronica (COPD)
Carga de HIV-1 no leite materno

Infecgao por HIV-1 em recém-nascidos
Infecgdo por HIV-1 em recém-nascidos

Carga de Candida albicans

Expressao de luciferase reporter

Expressao de luciferase reporter

Doenca de Crohn (CD)

Dermatite atopica

-52A/-44C/-20G
-52A/-44C/-20G
-52G/-44G/-20G

-44C
-52A

-52G/-20A

-44C
-44C
-44G
-44C
-44C/-20A
-44C/-20G

Leung, 2006
Tesse, 2008
Chen, 2007

Hu, 2004
Baroncelli, 2008
Milanese, 2006
Braida, 2004
Jurevic, 2003
Milanese, 2007
Sun, 2006
Kocsis, 2007
P-montes, 2007



Alinhamento ESTs por 5’ (NCBI/TIGR) + Busca de elementos de promotor
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Alinhamento ESTs por 5’ (NCBI/TIGR)
Resultados
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Busca de elementos de promotor (TFSearch)

Resultados

+1 (First AUG)
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Predi¢ao da estrutura secundaria do mRNA (RNA Fold)
Resultados

j @ 23 -52G/A presente na base de
3 5> 30

um grampo;

-44C/G e -20G/A proximos
espacialmente;

Haplotipo

GCA

Haplotipo

GGG

Hapldtipo GGG:
MFE maior valor = mais

5°UTR Longo (150 nt) estavel;
Haplotipos '
~52G/A -44C/G -20G/A T T —>Grampo préximo ao AUG: |
Ommmes = 1 >

. desdobramento da helicase
Haplotipo
ACG elF4A
(Pickering & Willis, 2005),

Probabilidade de pareamento das bases

- Progressao a septicemia
(Chen et al., 2007).

_44 Haplotipo 44 Haplotipo

ACA AGG

Haplotipo

GGA



Referéncia dos ultimos 6 slides

https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165-
2478(10)00008-8

The sound of silence: Human B-defensin-1 gene
untranslated SNPs change the predicted mRNA
secondary structure in a length-dependent manner
Immunology Letters, Volume 129, Issue 1, Pages 53-
55

M.S. Naslavsky, S. Crovella, J.L. Lima Filho, C.R.C.
Rocha
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Resumindo...

As células eucarioticas expressam apenas parte dos seus genes e
os tipos diferentes de células expressam perfis especificos (os
qguais sao muito responsaveis pela propria diferenciacao celular)

A expressao génica pode ser controlada em praticamente todos
0S niveis, mas o inicio da transcricao € o ponto mais importante

Fatores de transcricao sao proteinas (elementos em trans) que
ativam e inibem a transcricao ao se ligarem nao covalentemente
a sequéncias especificas, principalmente nas regides promotoras
(cis)

A regulacao do inicio da transcricao se da através da associacao
direta dos fatores com a RNA-polimerase e/ou do
remodelamento local da cromatina.



Controle pos-traducional
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Controle pos-trad

Alberts — Fundamentos - Cap. 7, p250-253)

Phosphorylation cascades
are involved in many
signalling pathways
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Controle pos-traducional

‘Maked’ protein ~ PTM PTM-dependent Mechanism Function
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Pequeno questionario sobre os conceitos
basicos de genética molecular
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