O Fluxo da informagdo génica (Dogma central da Biologia)

DMA replication
DMNA repair
genetic recombination

AMA synthesis
Virdnssrn ot

protenn Synthesis
ltranslationi

PROTEIN
HaN COOH
amino acids
Recordando...
(@)
Purinas
Adenina Guanina
{7]5\1 (ﬁ As bases nitrogenadas presentes
no RNA podem formar pares de
Pirimidinas ,
Citosing Tomin Uracila base com outra molécula de RNA
(DNA) CH, (RNA) H
H T/\( X ou com o DNA!
5
N
(b)
DNA
FIGURA 6-2 Ci ica imica dos i (@
As bases sdo purinas, com anéis de nove membros, ou
pirimidinas, com anéis de seis membros, com a indicagéo
do sistema de numeragdo. No DNA e no RNA, as purinas
sdo adenina e guanina; no DNA, as pirimidinas sdo citosina
e timina; no RNA, as pirimidinas séo citosina e uracila. (b)
Os nucleotideos consistem em um fosfato, uma pentose
(aglcar) e uma base heterociclica; os carbonos no anel da
RNA pentose s&o numerados como mostrado, com os nimeros

Fosfato

seguidos por um apéstrofo () para diferencia-los dos &to-
mos numerados das bases. No DNA, a pentose é a 2'-de-
soxirribose, que ndo possui o grupo hidroxila no carbono

2" (em vermelho); no RNA, o aglicar é a ribose, que inclui

a 2'-hidroxila. Uma ligaco glicosidica liga o carbono 1' da
ribose ou desoxirribose a base; o B indica a direcdo da base
em relacdo ao anel da pentose.
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Uracila pode emparelhar com adenina!

3’ 5’

uracil

adenine

3!
sugar-phosphate backbone

Recordando...

(a) Desoxirribonucleotideos

! : Desoxiadenosi D Desoxitimidina Desoxicitidina
NH,
L]
o
0.
H
H
OH H OH H OH H
Nucleotide: Desoxiadenilato Desoxiguanilato Desoxitimidilato Desoxicitidilato
[¢ iadenil ( i i (desoxitimidina (desoxicitidina
5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato)
Simbolos A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C, dC, dCMP
(b) Ribonucleotideos
Nucleosideo: Adenosina Guanosina Uridina Citidina
NH;
H
OH OH OH OH OH OH OH OH
Nucleotideo: Adenilato (adenosina Guanilato (guanosina Uridilato (uridina Citidilato (citidina
5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5™-monofosfate) 5-monofosfato)
Simbolos A, AMP G, GMP U, UMP C, CMP
FIGURA 6-4 Desoxirrib leotideos e rit leotideos dos cidos nucleicos. Todos os nucleoti-

deos estdo ilustrados nas suas formas predominantes em pH neutro. (a) Desoxirribonucleotideos do
DNA. (b) Ribonucleotideos do RNA.
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Logo, o RNA também tem polaridade!

@

Agicar desoxinibose Aciicar ribose

®

Qual é o sentido da
sintese de RNA?

Extremidade 5

seja, a cadeia
cresce pela
adicdo de
ribonucleotideos
auma
extremidade 3’
OH livre,
exatamente como
o DNA!

Ligagso
fosfodiéster

Extremidade ' Extremidade 3

de DNA

Fita de
RNA
crescente

RNA,' Asp Asp
-polimerase

FIGURA 15-3 Mecanismo quimico da sintese de RNA. A adi-
¢do de um rNTP a um transcrito crescente é uma reagdo de-
pendente de Mg® que produz uma ligagso fosfodiéster 5'—3.

A RNA polimerase precisa de primer?
NAQ!!!IN
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Qual é a estrutura de um gene que codifica proteinas?

g

o

o £
o8 3 E8
8.2 2 8%
£ g Se2o8
° o€ 2c
gc W o oo
Regido reguladora o 8 2. 505
o SE .
a montante 58 Regido codlflcadora o “’ ns

DNA awmmwmmmmmmmm

- _
g% g5¢ .
3 30 £ ' Transcrigdo
£ o0g
o o =
@ & Regigo Regigo
5'-UTR Regido codificadora 3'-UTR
| 1 1
mRNA 5%\/\/\/}|JV\/\I\/\/\N/\/WVV\I\K‘.KI\/\/\.JS'
Sitio de inicio Sitio de término
Os inicios de da tradugéo da tradugao
transcricao e de ' Tradugéo
tradugao sao
diferentes!!!!

Cadeia polipeptidica

A sintese de RNA ocorre usando uma das fitas do DNA como
molde, e formando um hibrido RNA-DNA transiente

Duplex de DNA

Fita ndo molde

Direcdo da transcrigdo
RNA 5" w

FIGURA 15-1 Transcricdo do DNA em RNA. O duplex de
DNA se abre, permitindo que uma cépia de RNA comple-
mentar seja produzida a partir de uma fita (molde). A sintese
ocorre na diregdo 5'=3" na fita de mRNA.
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Qual fita é copiada?

Cédon de
iniciacdo

5 GACGTTAAATATAAACCTGAAGATTAAACATBACTGAATCTTTTGCTCAACTCTTTGAAGAGTCCTTAAAAGAAATCGA 3’

3’ CTGCAATTTATATTTGGACTTCTAATTTGTTACGACTTAGAAAACGAGTTGAGAAACTTCTCAGGAATTTICTITAGCT 5/
RNA 5’ GACGUUAAAUAUAAACCUGAAGAUUAAACAUGACUGAAUCUUUUGCUCAACUCUUUGAAGAGUCCUUARRAGAAAUCGA 3/

Qual destas fitas a RNA polimerase “l&” durante a sintese de RNA?

R: A fita de baixo (vermelha)

Em qual sentido a RNA polimerase “l&” esta fita?

R:3">5

Por definicdo, sempre que se apresenta a sequéncia de um gene, é

mostrada apenas a fita codificadora, a ndo ser que explicitamente
detalhado no texto.

Os genes (fitas codificadoras) podem estar presentes em
gualquer uma das duas fitas do genoma

RNA transcripts
DNA of E. coli chromosome
genee 3/

5’ genea gened

- v =i e - v -

3’ geneb genec genef geneg 5

5000 nucleotide pairs
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O gene bacteriano

Como encontrar um gene em meio a um mar de DNA?

Inicio de transcrigao Inicio de tradugdo

+1 ATG... . Fita

codificante
>’ Fita molde

Promotor

Regido a 5’ do gene. Local ‘
de reconhecimento pela e
RNA Polimerase :
Regidao
codificante

Fatores Sigma e o reconhecimento de promotores em bactérias

Holoenzima (cerne + Fator sigma)
Cerne da RNA pol

-35-10 -35-10

. e Reconhecimento das regides —10 e —35
Ligagdo inespecifica

Abertura da dupla fita e iniciacdo da
transcricao
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Em bactérias, existem diferentes fatores sigma,
mas apenas uma RNA polimerase, que é
responsavel por transcrever todos os genes (todos
os mRNAs, tRNAs, rRNAs, pequenos RNASs)

Fatores sigma reconhecem sequéncias nas regides -35 e -10, e
promovem uma ligagdo especifica da RNA polimerase,
posicionando-a para o inicio de transcri¢cao

RNA polimerase
(enzima cerne)

Transcrigdo

# <
’ Sigma
7 /

|
I
|
'I \ Inicio domANA
1
|

5
B CTGTTGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAG

Diferentes
promotores

de E. coli

’ L 7 ‘\ 3

M CTGTTGACAATTAATCATCGAACTAG TTAAC TAGTACGCAAG

2,

3.

4,
5.
6.

Sequéncia -35 “Pribnow box"(_lo)
Consenso

Sequéncia promotora

14



15

16

-

frequency of nucleotide in each position (%)

01-Oct-19

Frequéncia das bases em cada posigao das regides -10 e -35

75

50

25

Espagcamento das bases entre as regides -10 e -35

50

frequency (%)
N
(%]

15 16 17 18 19
spacing between -35 and -10 sequences



A dupla fita de DNA se abre em torno da regido -10,
permitindo o inicio da transcri¢do

‘T' (A
Nascent RNA — P~p<p !
chain Pia-x-

Template strand, 5
<+——— Upstream : Downstream —

-35 sequence -10 sequence Start:Boint

CXXXXXXTTGACAXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

A sequéncia da regido -10 é ricaem A/T!!

17

Diferentes genes sdo expressos em niveis variados

gene A geneB

_]DNA

e R o
l TRANSCRIPTION TRANSCRIPTION

v
meesssssssss RNA [
o —
—

1 TRANSLATION TRANSLATION

\ 4

G000 6 B

O0666
‘.... Promotores fortes tendem a ter
G066 6
Oo06G6

sequéncias -35 e -10 mais parecidas

com o consenso!!!

18
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A “bolha” de transcri¢ao

Diregdo da transcricao

FIGURA 15-6 A "bolha" de transcricdo. O duplex de DNA é desenrolado por cerca de 17 pb, formando uma bolha e permitindo
que a RNA-polimerase acesse a fita-molde. A supertorcdo do DNA ocorre a frente e apés a bolha de transcricdo.

» A RNA polimerase cobre aproximadamente 35 pares de bases do DNA
» Em torno de 17 pares de bases separados
» O hibrido de DNA-RNA ocupa cerca de 9 pares de base

19

Uma visdo geral da transcrigdao — 3 etapas
Término .
"?"" f\ﬁomomr

Transcri¢do é =t (4] N

terminada = \Q ona

quando sinais 7 ; s Hol .
especificos s3o RNA-polimerase oloenzima

= localiza o

encontrados ye—

/d promotor
o= Dupla fita do DNA
Elongacdo = —_— é separada.

“complexo

Apds a sintese de / 3 berto”
~10 bases, 0 u’& anerte
%

sigma é liberado,

=
e a RNA Pol entra = e
no modo de - , - \ Inicio da
extensdo RL RNA transcrigdo
(abortiva)
Iniciacdo

20
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Acoplamento da transcri¢do e tradugdo em bactérias

T Abertura
das fitas

l Elongagdo

c i AT T A deu§§0
o do mRNA
e

Flgura 6.5 Elongacdo da transcrigio e acoplamento com a tradugdo.
Apés a adicdo de alguns ribonuclectideos (A), 3 RNA polimerase pode
liberar a subunidade sigma (B) e realizar a elongacio da transcricio
somente com o ceme da enzima. Em bactérias, a transcricao da men-
sagem e sua leitura pelos ribossomos ocorrem simultaneamente, pela
auséncia de uma membrana nuclear (C).

RNAs ja sdo traduzidos pelos ribossomos antes do término de sua transcrigdo!

21
Como a transcrigao termina?
Terminagdo intrinseca ou  Terminagdo dependente de Rho
independente de Rho
(a) Terminag3o independente de p (b) Terminac3o dependente de p
—__RNA-polimerase
5 i é% Sitio rut 5 i é%
smso deRNA \ugmn dopaosiiorut
M= ATP  ADP+P
Migracdo dop
b i \ B,
polimerase
| E=y
22
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Genes bacterianos estao tipicamente arranjados em operons

Regides
intercistronicas
- I B o
T L ! T

G T )
Regido reguladora Regides codificadoras Regido reguladora _
do inicio da transcrigédo do término da transcrigao
Transcrigao

Um Unico RNA que
codifica varias Tradugho Tradugio @, Tradugtio
proteinas 24 4 v v

(policistrénico)

| Y S BN FNA
3 3 policistrénico

| Proteina A Proteina B Proteina C

Qual é a vantagem?

23

A regulacdo da expressdo génica pode ser feita tanto por ativadores

COMO por repressores

RNA polimerase

f

B Ativador|

RNA polimerase

=0
Repressor +
c

1

Flgura 6.7 Posicionamento de fatores regulatérios da transcri¢do. Os
ativadores de transcricdo posicionam-se contatando a RNA polimera-
se, seja a subunidade alfa (A) ou sigma (B), e auxiliando a estabiliza-
¢30 da RNA polimerase no promotor. Os repressores de transcrigao,
em sua maioria, reconhecem sequéncias (operador) sobrepostas ao
promotor (C) e, ao se ligarem, impedem a ligagao da RNA polimerase.

Ativadores: interagem com a RNA pol e promovem a interagdo com o promotor-alvo
Repressores: Impedem o reconhecimento do promotor pela RNA pol

24
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RNA polimerases Eucariéticas: uma para cada um
dos tipos majoritarios de RNA

c Cells

Table 6-2 The Three RNA Polymerases in Eucaryoti

il

RNA polymerase | 5.85, 185, and 285 rRNA genes

RNA polymerase Il all protein-coding genes, plus snoRNA genes, miRNA
genes, siRNA genes, and most snRNA genes
RNA polymerase Il tRNA genes, 55 rRNA genes, some snRNA genes

and genes for other small RNAs

The rRNAs are named according to their “S" values, which refer to their rate of sedimentation in an
ultracentrifuge. The larger the S value, the larger the rRNA.

A célula eucariética produz diferentes tipos de RNA:

Tabela 6-1 Principais tipos de RNA produzidos nas células

mRNAs RNAs mensageiros, codificam proteinas.

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

tRNAs RNAs transportadores, elementos essenciais para a sintese proteica,
funcionando como adaptadores entre 0 mRNA e os aminoacidos.

snRNAs pequenos RNAs nucleares, atuam em uma série de processos nucleares,
incluindo o splicing do pré-mRNA.

SNORNAs Pequenos RNAs nucleolares, utilizados para processar e modificar
quimicamente os rRNAs.

scaRNAs Pequenos RNAs de Cajal, usados para modificar sSnoRNAs e snRNAs.

miRNAs microRNAs, regulam a expressdo génica tipicamente pelo bloqueio da
traducao de mRNAs selecionados.

SiRNAs Pequenos RNAs de interferéncia, desligam a expressdo de genes pela

degradacao direta de mRNAs selecionados e pelo estabelecimento de
estruturas de cromatina compacta.
Outros RNAs Atuam em diversos processos celulares, incluindo a sintese de
nao-codificantes telémeros, a inativacdo do cromossomo X e o transporte de proteinas
para o reticulo endoplasmatico.

01-Oct-19
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RNA Polimerase |l de eucariotos X RNA Polimerase bacteriana

RNA-polimerase bacteriana RNA-polimerase Il eucariética

FIGURA 15-21 Elementos estruturais da RNA-polimerase
bacteriana e Pol Il eucariética. Embora a Pol Il tenha mais
subunidades com componentes adicionais, ela possui simila-
ridades estruturais bvias com a RNA-polimerase bacteriana.
Os nlimeros nas subunidades da Pol Il indicam RBP1, RBP2 e
assim por diante.

27

Promotores da Pol Il eucaridtica também possuem sequéncias
tipicas que sao reconhecidas pelo aparato de transcricao

o |

TATA box Ine
Promotores sem TATA box
== L] | H % Hlaone |
E N
; | Yvcavyyyy AGAC
Promotores sem TATA box Inr DPE
Figura 6.15 E basicos de p res de RNA polimerase 1. Os promotores de RNA polimerase Il contém o elemento Inr, no qual efetivamente

se inicia a transcrigao e pode ou nae conter uma TATA-box a montante do inicio e/eu um elemente DPE dentro da regiao transcrita. Os sftios de ligagao

de ativadores de transcricio, sequéncias denominadas enhancers, variam em nimero, sequéncia e localizagio.

Promotores sem TATA box possuem elementos “downstream” (DPE) que
auxiliam no seu reconhecimento

28
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Promotores eucaridticos também possuem sequéncias tipicas que
sdo reconhecidas pelo aparato de transcricdo

TATA Box: reconhecido pela proteina TBP

A\Y\Y\V/\V4

/

// W4 \»U X
Chicken
ovalbumin GAGGCTATATATTCCCCAGGGCTCAGCCAGTGTCTGTACA
Rabbit p-
globin TTGGGCATAARAGGCAGAGCAGGGCAGCTGCTGCTARCACT
Mouse B-

globin major GAGCATATAAGG TGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTT

(a)

(b)

O reconhecimento de
promotores eucariodticos
requer o auxilio de varios
FATORES DE
TRANSCRICAO GERAIS

(TFIIA, TFIIB, etc...)
Cada um composto por
diversas proteinas!

O complexo TFIIH
possui as atividades

de quinase e
helicase

start of transcription
TATA box

TBP TFIID

R E——
&=
}_
.-

TFlIB
C'\'D TFIIF _other factors
[ 1 1
TFIE
= —
TFIIH b

RNA polymerase Il

'\,‘\.g

UTP,ATP __ | HELICASE ACTIVITY

CTP,GTP | AND CTD PHOSPHORYLATION
DISASSEMBLY OF MOST
GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS
—
® re 2
' RNA
TRANSCRIPTION

01-Oct-19

15



Varios outros elementos estdo presentes nos
promotores eucarioticos, auxiliando no seu
reconhecimento pelo aparato de transcrigao

transcription
start point

-35-30 r +30

1| ] |
BRE TATA INR DPE
consensus general
element sequerice trar;:ccl:::lon
BRE G/CG/CG/ACGCC TFIIB
TATA TATAA/TAA/T TBP
INR C/ITC/TANT/AC/TC/T TFIID
DPE A/GGA/TCGTG TFIID

Figure 6-17 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

31

Elementos reguladores da transcrigdao, como enhancers,
podem estar presentes em regides a montante do

promotor
r Proteina ativadora

L NN B B A m
[ TATA box L

Estimulador Inicio da
(sitio de ligacao para LIGAGAQ DOS FATORES GERAISDE ~ transcrigdo
aproteina ativadora) TRANSCRIGAO, RNA-POLIMERASE,

MEDIADOR, COMPLEXOS DE
REMODELACAO DE CROMATINA E
ENZIMAS MODIFICADORAS DE HISTONAS

N—

T

Mediador m
M) A
(05

Enzima modificadora
l de histona

Complexo de
remodelagéo
de cromatina

’
/
\

N\

INICIO DA TRANSCRICAO

32
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A RNA Polimerase é fosforilada em seu Dominio C-terminal (CTD)

TFIID TFIE
TFIIF

Start site

Nascent RNA

\Phosphates

Esta fosforilagdo é mediada pelo fator TFIIH, e converte a RNA polimerase em uma
enzima altamente processiva, que deixa os fatores de transcri¢do para trds e comega
a fase de elongagdo. A fosforilagdo de CTD também desempenha outros papéis.

33

Visdo geral da transcrigao mediada pela RNA Pol Il

DNA E‘rME e Pol Il recrutada para o DNA
30 # por fatores de transcricao

RNA-polimerase

Defosforilagdo do
e CDT; terminaa Ez::laag:o @

transcrigdo transcricdo

Complexo de .C,D"_“MSXD de
B terminagdo iniciagdio

Complexo
o Elongagio de elongacdo o Fosforilagdo do

> CDT durante a
&Q iniciacdo

RNA

FIGURA 15-22 Transcricdo nos promotores da Pol Il As fases da transcri¢do pela Pol || — monta-
gem, iniciacdo, elongacdo e terminacdo — estdo associadas a proteinas caracteristicas, conforme
descrito no texto. A montagem organizada e a dissociacéo dos fatores conduzem o processo adiante.

34
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O gene foi transcrito até o final. Acaba por ai? Depende...

(A) (B)
EUCARYOTES PROCARYOTES
DNA
cytoplasm
nucleus TRANSCRIPTION

introns exons MRNA S—
DhA i | tRanstatio
J— - - —-—
—am a - == protein s —

transcription unit
“primary RNA transcript” l TRANSCRIETION
- - - -

5’ CAPPING
RNA SPLICING
'
RNA cap 3’ POLYADENYLATION
mRNA AAAA

l EXPORT

mMRNA e— AAAA
1 TRANSLATION
protein mm—

35

RNAs sdo processados em fragmentos menores apoés a sua sintese

mRNAs maduros presentes no citoplasma

" hnRNAs do presentes no nucleo
. (heterogenenous nuclear RNAs)

Distribution of RNA mass (%)

36
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Mais evidéncias de processamento! Analise de hibridagdo de
RNA-DNA por microscopia eletrénica

Evidéncia de que os genes sdo interrompidos por regiées ndo codificantes:
nem todas partes do gene (DNA) estdo representadas no mRNA

Os genes eucariodticos sao interrompidos por introns

Promator

DNA - ||

Transcrigdo

Quepe Exon Intron Exon intron Exon Cauda poli(A)

préemRNA I B T AAAAA]

(ndo processado)
l Processamento de RNA
mRNA [E—

(processado)

FIGURA 16-7 Genes interrompidos. Introns séo sequéncias
que nao codificam proteinas no DNA e no mRNA transcrito
que sdo removidas do RNA durante o processamento para
formar um mRNA proteina-codificante continuo, formado
somente por éxons.
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Juntando os éxons: como os introns sdo
reconhecidos e removidos?

5" splice site Branch paint 3 splice sita
5' Exon | Intron l 3’ Exon
Fre-mBENA G U AlG A G U // C U AG A CU lrcalgnw N C A G|G
Frequency of 70 60 BD 100100 95 70 BO 45 80 90 80 100 &0 80 100100 80
ooourence (al " 20-508 )

» O processo de remogdo dos introns é conhecido como splicing

» O splicing é mediado por pequenos RNAs chamados snRNAs e proteinas a
eles associadas. Estes complexos sdo chamados de SNRPs

» O conjunto de snRNPs e outras proteinas envolvidas no splicing é
chamado de spliceossomo

39
Mecanismo de splicing
intron
5’ exon sequezlllce 3’ exon
sequence Hof—\ sequence
R —
OH A
4 \/ — 3
/Iariat
Remocao do intron
na forma de um >
“laco” (lariat) S + ==0H
5/ I 3’
40
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A formacdo do lago envolve uma ligagdao 5’ P - 2’ OH atipica

(A) (B)
_—Sequéncia do intron (T T T T T T T T T T T T T \

Intron excisado sob

Sequéncia Sequéncia
do éxon 5' do éxon 3’

o OH
5 3 | _
0=pP—0
1 (|) Extremidade 5’
0 do intron
(l)_
3’ 2!
T Ty
o= T —0" 0 w
[e] OH
OH A °71 o |
5 — \ — 3 o=pr—°
o U
Y
1 0=Pp—0"
| ? OH
09
Laco 3’ =p—0_
/ < : 0] II’ (0]
|
! Lz
A Extremidade 3
3 do intron
~OH
+
41
5" splice site 3’ splice site
b BBP U2AF Jooes The U1 snRNP forms base pairs with the 5’
exon 1 intron  Jeayh : exon2 portion of a splice junction (see Figure 6-30A) and the
s A 3’ pre-mRNA BBP (branch-point binding protein) and U2AF
U2 ShRNP transcript (U2 auxilliary factor) recognize the
UTsnRNP  gop s branch-point site.
U2AF U2 snRNP
The U2 snRNP displaces BBP and U2AF and
intron k forms base pairs with the branch-point site
5’ A 3 consensus sequence (see Figure 6-30B).
UAUGEUS T eiplel sniP The U4/U6-US “triple” snRNP enters the
UA/US snRNP reaction. In this triple snRNP, the U4 and U6
46 sn d snRNAs are held firmly together by base-pair
) rear
A create the active site of the spliceosome and
5’ 3 position the appropriate portions of the
pre-mRNA substrate for the first
U5 snRNP hosphoryl- 1 {
LARIAT FORMATION
u1,us ‘—‘i AND 5’ SPLICE SITE Several more RNA-RNA rearrangements
CLEAVAGE occur that break apart the U4/U6 base pairs
and allow the U6 snRNP to displace U1 at
U6 snRNP the 5’ splice junction (see Figure 6-30A) to

CLEAVAGE AND
JOINING OF TWO

I 3’ SPLICE SITE
EXON SEQUENCES

OH

4 excised intron sequence
~ in the form of a lariat
3’ (intron RNA will be degraded

in the nucleus; snRNPs will
be recycled)

+
" exon1 exon 23, portion of

mRNA

Figure 6-29 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

42

form the active site for the second
s Soncwhi

completes' the splice.

N3o precisa saber!!!

|
|
aforma de um lago —1

21



Os RNAs transcritos pela RNA Pol Il devem ser
processados para se tornarem mRNAs maduros

Globin gene
DNA i PR
Transcription by
RNA polymerase I
and capping
3 ? Primary | MG ==
Adicdo do quepe 5 "anscﬂDO
Removal of 3' end
¢ by nuclease and
T P Adicao da cauda de
Processing N . )
intermediate cwic  poliA na extremidade 3
i cleavage at
splice junctions
mnG — e— \ A A

O processamento ocorre a
medida que o RNA vai saindo
da RNA polimerase, antes
mesmo do término da
transcricao

108 mG
Mature
mRNA

43

Adigdo do quepe (cap) de 5-metilguanosina na extremidade 5' do mRNA

HO HO
7- Melllgua
nosina
N
4,
N
A
0 cH,
Metilada
Ligagdo 55"
-trifosfato
[Base|

. Asvezes
OCH metilada

%B

As vezes
OCH metilada

#

44

Remogao dos
introns
Ligation
of exons

ARA mRNA maduro

()

capeamento) esta associada ao CTD
da Pol || para assegurar que cada
mRNA seja capeado & medida que é

Guanililtransferase A guanililtransferase (a enzima de
transcrito.

Uma vez que o

capeamento esteja

CBC  completo, a

[=] guanililtransferase
dissocia-se, € 0

- complexo de ligagdo ao

@ quepe (CBC) se liga.

Cap
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Adicao do quepe (cap) de 5-metilguanosina na
extremidade 5’ do mRNA

Adicionado por uma ligacao nao usual 5" =5’

Func¢des do quepe:

» Protecdo contra exonucleases

» Auxilia no transporte para fora do nucleo
» Papel no inicio da tradugdo

45
.~ . . 2
Adicdo do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA
Fatores &e
poliadenilagdo
e APol Il transcreve o
sitio de adigdo poli(A).
Ricoem GT
Fatores de poliadenilacao
= ligam o sinal poli(A),
iniciando a clivagem do
mRNA.
Endonuclease !
AAUAAA Rico em GU
P A PAP sintetiza a cauda
PABP ~{ ' poli(A); a PABP protege a
cauda da degradacao.
CC X X )
AAUAAA AAA AAA AAA AAA AAAPAP
Cauda poli(A)
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Adicdo do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA

= Endonuclease cliva o RNA apds a sequéncia AAUAAA

= Poli(A) Polimerase adiciona em torno de 250
adenosinas sem a necessidade de molde

» Proteinas que se ligam a cauda poli(A) protegem o
RNA da degradacao

Considerando que 80% do RNA celular é composto pelos rRNAs, como a presenca
da cauda poli(A) facilita o estudo de RNAs mensageiros?
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Coordenagao dos eventos de processamento com a transcricao
P
é\ B ™
\ —
Elongagdo Terminagdo
_Iniciagdo ( D Capeamento .
- . A = Corte e jungdo Poliadenilagdo /
- e x g ol
= \ 4 ~ =i
SN o N
/ \ > TTATTT: —
Y= )
e —_
e fntron - /
O cortado
Eristia Falpres qe ~
de capeamento Fatores poliadenilagio
CBC de corte e jungdo
‘Terminacéo
3" ARAARAARA 5!
Cauda poli(A)
FIGURA 16-5 Coordenacdo da transcricdo e processamento do pré-mRNA. As proteinas de proces-
samento do MRNA associam-se ao dominio C-terminal da Pol II. Conforme o mRNA é sintetizado,
aenzima de capeamento (guanililtransferase), fatores de corte e jungdo e fatores de poliadenilagao
transferem-se do CTD da Pol Il para 0 mRNA e processam o mRNA & medida que ele é transcrito. O
transcrito maduro é utilizado para multiplas rodadas de sintese proteica e entdo degradado.
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Processamento (splicing) alternativo: combinando diferentes
exons para formar proteinas diferentes

Exon

s —2 "3 AAAAA]Z

Todos os éxons Exon 2 removido
utilizados

I 1 T2] 3 JAAAAA]3 s’ T 3 JAAAAA]3

FIGURA 16-8 Diferentes modos de combinar os éxons. O
processamento alternativo pode gerar produtos miiltiplos a
partir de um (nico gene.
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Exemplo: Formagao de duas proteinas
diferentes a partir de um mesmo gene
1 2 3
spliced mRNA SO — splicing
o. troponin T
primary exon 1 2 3 4 5
RNA B e DR —— . Ea—— K}
transcript
spliced mRNA [ - ki splicing
B troponin T 1 2 4
50

01-Oct-19

25



Ta complicado? Olha esse aqui:

I T

14 15 16 17A 178 18 19 20

ATG1 3 4 5 VoV ~ ~ VvV

s /v v . / AV VY
1 2 Y, 87, \J10mz 13 >~ 17 — Vv 2
v/ v VWV — vV AV

wvv

VvV
V
~

v
Figura 5.5

Geragiio de miiltiplos mRNAs a partir do gene humano EPB41, que codifica
a proteina 4.1R. O gene, com mais de 90 kb de extenso, ¢ transcrito em um Gnico pré-
-mRNA, que gera pelo menos 18 isoformas diferentes da proteina. Isso & possivel a partir
da utilizag@o de dois codons de inicio de traducfio alternativos (ATG1 e ATG2, indicados
por setas) e do splicing alternativo de 12 dos 23 éxons (representados por barras e nume-
rados) do gene. As regides codificadoras dos éxons estdo representadasem =, e as ndo
codificadoras, em "; as sequéncias dos introns nio estdo representadas. As linhas ligam
os éxons unidos por splicing; os eventos de splicing alternativo estdo representados em
paralelo.

Por que os genes eucarioticos possuem introns?

Splicing pode ser alvo de regulagdo e de processamento alternativo,
modulando a expressdo do gene e aumentando a capacidade de codificagdo
de um gene.

Os éxons podem facilitar a evolugdo!

exon 1 exon 2

3 exon LDL receptor gene

l 1 2345678 9 1011121314 15 1617 18

E1 E2
e ek

l"ans’a“o" JJ0TD GRINNIN W)

L oL
C9 complement EGF precursor

D1 gene gene

domain 1 domain 2

1 Combinando diferentes éxons por

Jdimerizaum rearranjos génicos, genes codificando
Y

novas proteinas podem surgir.

~ D1 “:|DNA-binding

Exons muitas vezes correspondem a dominios
funcionais das proteinas.
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Os RNAs maduros (“export-ready”) devem ser
exportados através da membrana nuclear para o
citoplasma, onde serao traduzidos

initiation factors

SR proteins NUCLEUS for protein synthesis
- elF4G elF4E CBC
n| CBC é
proteins v £

g5
— TRANSLATION

RS T >
poly-A-binding 0 /-\ ‘
¢

nuclear proteins
export ’ &
foceptor nucleus-restricted

proteins CYTOSOL A

Como a célula sabe que um RNA estd “pronto”?

O RNA esta coberto por proteinas ligadas ao CAP e cauda poliA, e também alguns

fatores do spliceossomo
Figure 6-40 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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