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Como a informacao é transferida do
DNA para constituir uma celula ou
organismo?




Transcricao €
essencial para o fluxo
da informacgao génica

Replicagao

DNA —— RNA ——proteina

Transcricao Traducao

E também um dos
principais pontos de regulacao
da expressao génica,
mas nao o unico.
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Transcricao

Diipiex de Dita Fita ndo molde
3Te | f ', de DNA = Fita codificadora
5! ' ) h j )/
. 3
Fita-moldé

Diregdo da transcrigdo
RNA 5’

A transcricao acontece de 5’ para 3’ da fita de RNA



Fluxo da informacao genéetica

DNA | 5'— A-G-A-G-G-T-G-C-T — 3’ | 2 Fita codificadora
3'— T-C-T-C-C-A-C-G-A—5' - Fitamolde
Transcricao ¢

mRNA | 5'— A-G-A-G-G-U-G-C-U—3’




Os genes podem estar em
orientacoes opostas no genoma
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Fita “de cima” é
a codificadora

nirD i alfA nasA

PA1779 PA1782

Fita “de baixo”
€ a codificadora

* Portanto, as duas fitas do DNA podem ser transcritas e qual
delas € a codificadora vai depender da orientagcao do gene

* A sequéncia codificadora é sempre representada de 5'para 3°




RNA ¢ sintetizado pela RNA polimerase

Transcription bubble

DNA 3’ | Nontemplate
strand

channel

RNA-DNA

hvbrid Active

Direction of transcription




'NTP + (NMP)_ > (NMP)_,, + PPi

3"
Fita-molde
de DNA

Fita de
RNA
crescente

RNA-
-polimerase

RNA polimerase € capaz de colocar o primeiro nucleotideo, ao contrario da DNA polimerase
Energia vem da quebra das ligacdes fosfodiéster dos nucleotideos trifosfato




Unidade de transcricao

Transcription start site
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promoter terminator




Unidade de transcricao

Transcription start site

I—’

N T

promoter terminator

Segmento de DNA “copiado” em RNA, mais a regiao regulatoria e o
terminador

A RNA polimerase reconhece a sequéncia do promotor
A transcricao se inicia num ponto especifico do DNA
Delimitadas por um terminador de transcricao

Uma unidade de transcricao em bactérias pode conter um ou mais
genes > operon




INITIATION
Template recognition: RNA polymerase binds to duplex
DNA

DNA is unwound at promoter

ﬂ@ﬂ“ﬁ“‘ﬂ\“

Very short chains
are synthesized and released

ELONGATION:
Polymerase synthesizes RNA

TERMINATION:
RNA polymerase and RNA are released
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Etapas da transcricao

* Reconhecimento do promotor
e inicio

* Elongacao

 Terminacao



RNA polimerases sao GERE et s

formadas por varias

; rpoA 2 « subunits enzyme assembly
SU bU n |dad €S (37 kD each) promoter recognition
binds some activators
rpoB 3 subunit _
(151 kD)
— catalytic center
RNA polimerase rpoC B’ subunit
(155 kD) =

bacteriana

rpoD & subunit Q
(18-70 kD) promoter specificity

rpoZ o subunit
(10 kD)

E. colienzyme
=460 kD




RNA polimerase

TTGACA TGn extended TATAAT
-35 alement =10 element ;-mmm Downstream

Main
channel

@ UPdlemont  TTGACA TGn TATAAT

Nature Reviews | Microbiology

Cerne da RNA polimerase

de bactérias holoenzima =
cerne + fator sigma




Onde e como a transcricao
é iniciada”?




Como a RNA polimerase bacteriana
reconhece o0s sitios de inicio de
transcricao?

* of3f o (cerne):
» afinidade por qualquer sequéncia de DNA

* Holoenzima (cerne + ¢ = Eo)
»menor afinidade por sequéncias aleatorias
» grande afinidade por sequéncias promotoras




RNA polimerase bactérias

terminalda |/ |
subunidade a

aCTD—L

UP-element -35 -10
Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.
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>

» fator sigma (o). especificidade
» Liga no DNA em regioes a -10 e -35 do inicio de transcrigao

]» Holoenzima



Sequéncias de promotores de ¢’° de E. coli

inicio
v
UP element —35Region| Spacer |—10Region| Spacer | RNA start

Consensus AA=A =
sequence NNAAATTI;.'TTTTN NAAAANNN|N| TTGACA N17 TATAAT Ne

rrnB P1 AGAAAATTATTTTAAATTTCCT |N| GTGTCA N1e TATAAT Ng A

trp TTGACA N17 TTAACT N7 A

lac TTTACA N17 | TATGTT Ng A

recA TTGATA N1e TATAAT N7 A

araBAD CTGACG N1g TACTGT Ne A

O dominio C-terminal (CTD) da
subunidade a reconhece o
elemento “UP”, presente em
alguns promotores

Fator sigma reconhece sequéncias consenso
localizadas nas posicdes -10 e[=35




Como se define um consenso?

tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG* *CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCBCTTCCCGATAAGGG
ren D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA** TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
ren X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA +GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn (DXE}, CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA* «GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACCTCGCGACAGTGAGC
ren E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG* *GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGGe *AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
rm A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG s CGGGAAGGCGTATTATGC*ACACCECCGCGCCGCTGAGAA
A PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGGTGATAATGG* e TTGCATGTACTAAGGAGGT
AP TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTGATACTGA* «GCACATCAGCAGGACGCAC
17 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA*AGTAAACACGGTACGATGT*ACCACATGAAACGACAGTGA
T7A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT*CTAACCTATAGGATACTTA*CAGCCATCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC*AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd VIlI GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTe e TCGCGCTTGGTATAATCG*CTGGGGGTCAAAGATGAGTG
-35 -10 1 ————

Alinhamento das fitas codificadoras




Como se define um consenso?

tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCGe *CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCBCTTCCCGATAAGGG
rem D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA* s TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA +GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
ren (DXE), CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA® «GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACCTCGCGACAGTGAGC
ren E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG* «GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGGe s AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
rm A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG » CGGGAAGGCGTATTATGC*ACACCECGCGCCGCTGAGAA
A PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGGTGATAATGG* s TTGCATGTACTAAGGAGGT
APL TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTGATACTGA +GCACATCAGCAGGACGCAC
17 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA*AGTAAACACGGTACGATGT*ACCACATGAAACGACAGTGA
T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT*CTAACCTATAGGATACTTA*CAGCCATCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC*AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd Vil GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTe e TCGCGCTTGGTATAATCGCTGGGEGGTCAAAGATGAGTG
-35 -10 +1 ———

(c) Lac promoter sequence

Comparacao entre sequéncias: 35 region 10 region
Quanto mais similar ao consenso, THACAS
maior a forca do promotor A A

AA
— -
Down Up




Como se define um consenso?

tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCGe *CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCBCTTCCCGATAAGGG
rem D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA* s TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA +GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
ren (DXE), CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA® «GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACCTCGCGACAGTGAGC
ren E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG* «GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
ren Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGGe s AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
rm A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG « CGGGAAGGCGTATTATGC*ACACCECGCGCCGCTGAGAA
A PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGGTGATAATGG* s TTGCATGTACTAAGGAGGT
AP TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA*CCACTGGCGGTGATACTGA «GCACATCAGCAGGACGCAC
17 A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA*AGTAAACACGGTACGATGT*ACCACATGAAACGACAGTGA
T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT*CTAACCTATAGGATACTTA*CAGCCATCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC*AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd Vill GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTe e TCGCGCTTGGTATAATCGCTGGGEGGTCAAAGATGAGTG
-35 -10 +1 ——

~ n (c) Lac promoter sequence
Comparagao entre sequencias:

35 region 10 region

Quanto mais similar ao consenso, TTTACAC
maior a forca do promotor A K ax
S L_v_.t
Down Up

e Consenso € uma sequéncia ideal, baseada no nucleotideo mais
frequente em cada posicao

e Raramente um promotor obedece perfeitamente ao consenso
e Variacao em relacao ao consenso é fisiologicamente importante




Logos sao uma maneira de representar
consensos, levando em conta a frequéncia de
cada base em cada posicao

nucleotide frequency (%)
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http://schneider.ncifcrf.gov/papers/hawaii/latex/paper.pdf




Bactérias possuem varios fatores sigma:
funcao regulatoria

LIRS Rl Sigma Factors of E. coli

Sigma
Factor Promoters Recognized Promoter Consensus

—35 Region =10 Region
o’ Most genes TTGACAT TATAAT
oo Genes induced by heat shock TCTCNCCCTTGAA CCCCATNTA
a’® Genes for motlicy and chemotaxis CTAAA CCGATAT
ot Genes tor stationary phase and stress response 2 ?

—24 Region —12 Region
ot Genes for nitrogen metabolism and other functions CTGGNA TTGCA

SOURCES: C. A. Gross, M. Lonetto, and R. Losick, 1992, in S. L. McKnight and K. R. Yamamoto, eds., Transcriptional Regulation,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; D. N. Arnosti and M. J. Chamberlin, 1989, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 86:830; R. Hengge-
Aronsis, 1996, Mol. Microbiol. 21:887.

Duas familias evolutivamente distintas:

* 5’0 (subfamilias e varios representantes)
o 654

Cada fator sigma reconhece um consenso diferente




Etapas da transcricao

INITIATION
Template recognition: RNA polymerase binds to duplex

DNA is unwound at promoter

Very short chains
are synthesized and released

ELONGATION:
Polymerase synthesizes RNA

m&@mm\vx\\m

TERMINATION:
RNA polymerase and RNA are released

mmmm\\o\\o\

.\ / L\
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Reconhecimento do promotor
e inicio
»Holoenzima: Fator sigma

Elongacao

e  Terminacao



Fator sigma muda de conformacao e
é liberado na elongacao

Complexo fechado

Complexo aberto

® Complexo de eIongagéoE
3 desligamento do sigma libera canal
de saida do RNA

TEC




Inicio da transcricao:
transcrigéo abortiva

RNA-polimerase
"\ Promator e « Pequenos transcritos
" (8-10 nt) sao liberados
.a,;g.ratlg:ao enquanto a RNA
polimerase esta no

promotor

AN\

Transcrito de
RNA abortado

/ * ApOs saida do sigma,

Liberacdo .

doprogmotor RNA pO“merase
comeca a elongagéo

—




Elongacao

 RNA polimerase faz pausas ao longo do molde, mas
nao se desliga

» Importante para regulacao da expressao génica e outros
pProcessos

* 40-50 nt/seg (replicacao: 800 nt/seg)

« Possibilidade de correcao de pareamento errado pela
propria RNA polimerase




RNA polimerase tambem faz revisao de prova

* Nucleotideo mal-pareado faz a RNA pol pausar e voltar alguns
nucleotideos para tras (backtracking)

* Um pequeno segmento do RNA contendo o erro € clivado e descartado
» fator GRE é necessario
* Transcrigao pode prosseguir com nucleotideo correto

+

Cleaved

DNA —_
A - ANA
- o
Elongating
RNA ‘ )
RNAP Back- Elongating
tracked RNAP
RNAP

Nature volume 426, pages684—687(2003)



https://www.nature.com/nature

Ribossomos se ligam ao mMRNA
nascente e Iniciam a traducao

RNA poiymerase

Sy
025um
Direction of
transcription RNA
DNA \ polymerase

[ : —_—
g } Polyribosome

—Ribosome 4 '

mRNA Polypeptide

Copyright @ Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

* Acoplamento de
transcricao e
traducao em
procariotos



Terminacao de transcricao em E. coli

 Dois mecanismos:

» terminacao intrinseca

»terminacao dependente de rho

* Os dois envolvem sequéncias presentes no transcrito
(RNA)




Terminacao Intrinseca (Independente de Rho)
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l Intrinseco
Terminate (no RNA)




Terminacao da Transcricao
dependente de Rho

Sitio rut:

» sequénciaricaem C e pobre em G
no RNA

Proteina Rho
» reconhece rut

» funcio de helicase dependente de
ATP

»desfaz o hibrido DNA-RNA
gquando a polimerase faz uma
pausa na regiao de terminacao

(b) Terminagdo dependente de p

S
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\.Iigacéo do p ao sitio rut
@p-helicase @
ATQ ADP/+ P =
Migracdo do p
\ ao longo do

mRNA para a
polimerase

S

l Separacdo do

mRNA da
polimerase

&




Fatos Basicos da Transcricao

Senso
*Codificadora
Nao-transcrita
DNA duplex | Fita N_ao-molde‘ |
/ o 14 ‘
Py =it £
RNA A\,
5' ‘-'Cn-‘n—rr7 = "7'"«‘_1‘ "L.r.f_nT,,-t_ n:ﬂ’/ Flt,.a..m.o.lde -
| | w. AR Transcrita

Nao-codificadora
Anti-senso

« Sintese 5 2> 3’ do RNA

« SO uma das fitas é transcrita de cada vez - assimetria

* Produto ndo se mantém pareado com a fita molde

« RNAP nao necessita de um “primer” (iniciador)

 Utiliza ribonucleotideos (2°OH), uracila no lugar de timina

« SO0 partes/trechos do genoma sao transcritos e ha genes nas duas orientagcdoes no DNA




