NATUREZA DO GENE E TRANSCRICAO

Aula tedrica 5

LGNO0114 - Biologia Celular

Maria Carolina Quecine
Departamento de Genética
maquecine@usp.br




MENDEL: FATORES CONSTANTES QUE
CONTROLAM CARACTERISTICAS FENOTIPICAS
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FLUXO DA INFORMACAO GENETICA

5’ ATG GAG TTA TTG AAC TCT TAC AAT 3’

© 3 TAC GTC AAT AAC TTG AGA ATC TTA 5/
y =

DNA REPLICACAO

l 3’ TACCTC AAT AACTTG AGA ATCTTA Y’

5’ AUG GAG UUA UUG AAC UCU UAG AAU 3’

RNA TRANSCRICAO RNA mensageiro = mRNA

TRADUGAO 1

PROTEINA AUG GAG UUA UUG AAC UCU UAG AAU

M E L L N S Y N




MAS NAO E TAO SIMPLES...

Gene = efeito fenotipico
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Figure 14-2 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



MAS O QUE E UM GENE?




DEFINICAO DE GENE

Wilhelm Johannsen

1909 - gene

J Um gene = unidade da informacdo genética que controla a sintese de
polipeptidios ou uma molécula de RNA estrutural

mRNA = polipeptideo
tRNA e rRNA = RNA estrutural

(J Gene inclui as regides 5'e 3'ndo codificantes, que estdo envolvidas na
regulacao da transcricao e traducao, e todos os introns dentro do gene



Enzimas multiméricas:
um gene 2 um polipeptidio

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

DNA polimerase Il (17 polipeptideos), Escherichia coli



ALELO - FORMA ALTERNATIVA DE GENES

Alelos: Cremossomos homalegos na matafase;

‘E1I:E-GATIG- ) ) o )
3.CTAAC.E || [Al- {8 [} ~{0]
SLAGTTG-
)5 reanc.
'5-ARCTG-
S5 Treac.
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* Sequencias distintas de DNA — proteinas distintas (alelos)
* Organismos diploides — podem carregar somente 2 alelos

* Populacao —todos os alelos possiveis




GENE TIPICO DE PROCARIOTOS

Sinais para a
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Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



GENE TIPICO DE EUCARIOTOS

Sinais para a

Regulacao da traducao terminacao da
Regulac¢ao da transcricao
transcricao Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3 A
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Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



NUMERO DE GENES EM EUCARIOTOS

Espécies

Genoma (Mb)

D. melanogaster 165 ~12.000
S. cerevisiae 13 ~6.000
C. elegans 97 ~20.000

H. sapiens 3.300 ~30.000




COMPARAGAO NO TAMANHO DE GENOMAS
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A complexidade de um organismo nao é diretamente proporcional ao tamanho do
genoma; alguns organismos unicelulares possuem muito mais DNA que os humanos.




GENES NA MOLECULA DE DNA
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Grande variagao nos tamanho dos genes geradas pela presenca dos introns!



CIDADES X DESERTOS

EXONS (CODIFICAM PROTEINA)
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POR QUE E PRECISO CONHECER A ESTRUTURA DE
GENES DE PROCARIOTOS E EUCARIOTOS?

RHA polimerase | —

. | Nucledtido livre
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TRANSCRICAO = SINTESE DE mRNA

http://www.biostudio.com/d_%20Transcription.htm




TRANSCRICAO

5’ 3
DNA T
A

CCAATGGCTTATTITTAG
GGTTACCGAATAAATC

3 o

5 ¥

TCCAATGGCTTATTTGTCA

R "‘GGAAUGGCUU;' T
TTACCGAATAAACS >

5!

RNA

5’ 3?

RINA UCCAAUGGCUUAUUUGTCA

J A informacdo genética contida num segmento do DNA é reescrita em uma fita
simples de RNA;

() Esta fita apresenta uma sequéncia de ribonucleotideos complementar a uma das

fitas da dupla hélice de DNA (molde) e idéntica a sequéncia da outra fita
(codificadora), com substituicao de T por U.



TRANSCRICAO

v'Nos eucariotos a transcricdo ocorre no nucleo, enquanto a traducdo ocorre
no citoplasma.
v'J& nos procariotos tal separacdo celular n3o existe, sendo os dois processos

acoplados.

Gene
A

I |
Exon Intron Exon

DNA I
& Transcription

Nucleus

*...other processing

Gej\ne mRNA MG=" -(A)p
I I
o Cytoplasm Transport
{} Transcription to cytoplasm
mRNA I mRNA MG- I -(A)
O, Translation & Translation
Protein Iy Protein N

(a) Prokaryotes. (b) Eukaryotes.



ENZIMA RNA POLIMERASE
transcrito de

RMNA-polimerase
RNA recém-sintetizado '
Y

| hﬁibonuc!emidens

trifosfatos
helice dupla

de DNA

N sitio de
sitio de reenroclamento | desenrolamento
de DNA

[
pequena regiao de
helice de DNA/RNA

=
direcao da transcricao

(Alberts et al., 1999)



RNA POLIMERASE

(J Reconhece e se liga a sequéncias especificas de DNA (promotor);

(J Desnatura o DNA expondo a sequéncia de nucleotideos a ser copiada;
J Mantém as fitas de DNA separadas na regido de sintese;

 Mantém o hibrido DNA:RNA estavel

() Renatura o DNA na regido imediatamente posterior a da sintese;

(J Sozinha, ou com o auxilio de algumas proteinas especificas, termina a
sintese do RNA.

FATORES DE TRANSCRICAO

Proteinas que auxiliam o processo de transcricao no reconhecimento do
promotor.



o Iniciacao da cadeiade RNA

RNA polimerase

DNA:

ETAPAS DA
TRANSCR'CAO Ponta 5’ do RNA

o Alongamentoda cadeiade RNA

Cadeia crescente de RNA

o Término da cadeiade RNA

5' |
Molécula nascente de RNA



CARACTERISTICAS GERAIS DA SINTESE DE RNA

1. Os precursores sao ribonucleotideos;

2. Apenas 1 fita de DNA é utilizada como molde para a sintese de RNA
complementar;

3. As cadeias de RNA sao sintetizadas sem a necessidade de um filamento
primer preexistente (atuacao da RNA polimerase);

4. Sintese é complementar ao DNA, no entanto A = U;
5. Polimerizacdo sentido 5" = 3’;

6. RNA polimerase inicia a transcricao em sequéncias especificas de
nucleotideos = promotores;

7. RNA polimerase termina a transcricao em sequéncias especificas de
nucleotideos = terminadores (finalizadores).



ESTRUTURA DO PROMOTOR EM PROCARIOTOS

Inicio da transcricao

Reconhecimento da RNA
olimerase
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ESTRUTURA DO PROMOTOR EM EUCARIOTOS

Reconhecimento da RNA
polimerase

FATORES DE TRANSCRIGAO Inl,CiO da transcrigéo

CBF
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upstream = a montante
downstream = a jusante




TERMINO DA TRANSCRICAO

v o0 término das cadeias de RNA ocorre quanto a RNA polimerase encontra um sinal de
término, quando isso ocorre o complexo é liberado;

5'-CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA-3'

DNA:
3'-GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT-5'

/

Transcricao
Fita molde de DNA

RNA: 5'-CCCACAGCCGCCAGUUCCEGCUGGCGGCAUUUU OH-3'

RNA transcrito l Dobramento rapido do RNA

c
u c
U G
G e )
amiwv Cadeiade RNA
c e .
RNA dobrado g ::::::g dO'E)l'aqa ajuda
T terrTuno da
c e cadeia
G i c
A A
5'- CCCAC UUUU OH-3'

Figure 11-13 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



GENE TiPICO DE PROCARIOTOS
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Regulagao da traducao terminacaoda

Regulagdao da i . transcricao
5. Regiao codificante
transcricao A
M ", . M o, A

|
SANYANYNYANYANYANYNYANTANYANTANYNVNYAN AN VAN YA\ TN YA ANYZAN VAN T/AN

5' & o Transcrigao 3

I LER W i

AUG UAA
Cédon de iniciagdo @ Codon de terminagao
Polipeptideo © Traducio
s C

Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons

NAO HA PROCESSAMENTO DE mRNA EM PROCARIOTOS!!!



GENE TIPICO DE EUCARIOTOS

Sinais para a

Regulacao da traducao terminacao da
Regulac¢ao da transcricao
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Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



PROCESSAMENTO DO RNA (TRANSCRITO) PRIMARIO
EM EUCARIOTOS

* As modificacdes que podem ocorrer nos transcritos nucleares sao
basicamente de trés tipos:

— Capeamento ("capping") do terminal 5'; @

— Poliadenilacao do terminal 3;

— Montagem de segmentos codificadores ("splicing").

* Este conjunto de modificacdes no transcrito nuclear originara o mRNA,
pronto para migrar para o citoplasma.

Transcription Start Poly(A) Signal

l l

MLOYY\R 5’cap 5’UTR | Coding Region | 3’ UTR Poly(A) tail

T T

Start Codon Stop Codon




PROCESSAMENTO DO RNA PRIMARIO

5"end do transcrito

7-metilguanosina S
& primario

HO OH

5'-5" ponte 0
2 p @ /.'\_‘_‘_\

Capeamento: - trifosfato

CH, S
|

s  Logo apbs a transcricdo, ha a ligacdo de 7-metilguanosina ao
primeiro nucleotideo 5’ do transcrito de RNA.

FUNCOES:

. Proteger o transcrito do ataque de exonucleases;
. Facilitar transporte para citoplasma;

. Auxilia o encaixe dos ribossomos no mRNA.



PROCESSAMENTO DO RNA PRIMARIO

Poliadenilacao:

%  ApOs o término da transcricao — clivagem terminal do RNA;

**  Adicdo de cerca de 200 residuos de adenilato (AMP)

FUNCOES:

. Facilitar transporte para o citoplasma;
. Estabilizar o mRNA;

. Facilitar a traducao.

10-30 <30
nucleotides nucleotides
[ | [ |
- AAUAAA CAl GU-rich or U-rich
lCLEAvAGE
- AAUAAA CAIOH| GU{rich or U-rich
i degraded in
the nucleus
i Poly-A
‘ ADDITION
- AAUAAA CA/AAAAA ——-AIOH
~250

Figure 6-37. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



PROCESSAMENTO DO RNA PRIMARIO
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_— intron sequence

5’ exon 3’ exon
: I sequence 2'H 0:‘_‘ A sequence
Sequéncias especificas e snRNA (sma
q P ( 5’ b -/ ﬁ 3/
nucleolar RNA — pequenos RNA nucleares)
auxiliam junto a proteinas (RPN) na retirada do I
introns
OH A
5 — \ — 3’
sequences required for intron removal
5/ l—4 r—|—\ |\ | , I
o ‘ portion of a lariat
- - - AG GURAGU - -S S— - YURAC = - YYYYYYYYNCAG G - - - primary transcript /
exon 1 intron exon 2
INTRON REMOVED A 3/
~OH
2 p -4 portion of +
I | 5" h———— 3’

exon1 exon2
Figure 7-19 Essential Cell Biology 3/e (@ Garland Science 2010) Figure 7-20 Essential Cell BIO'Ogy 3/e (@ Garland Science 201 0)



ISOFORMAS DE PROTEINAS

Gene
1 A 1
Promotor Terminador
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4

L;‘Eﬂ
‘ B i Transcricao
Transcrito primario {} o 3

c,‘ Ep

& G & & {} o Processamento alternativo

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4

Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon5

Familia de mRNA <

Exon1 Exon2 Exon4 Exon5

Exon 1 Exon 3 Exon4 Exon5

$H0000 rrasucao

AV SaTaWa
ATATAYVAE o W
e W W W &

Isoformas de polipeptidios

3%




SPLICING ALTERNATIVO GERANDO DIVERSAS PROTEINAS

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exond Exon 5
DNA T TH Thall ¥, T T s

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
RNA wwe

I Processamento alternativo ]
+

1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5

MRNA oy ey B setaaar f aaed ety
Traducao Traducao Traducao

Proteina A Proteina B Proteina C



TRANSCRICAO: VISAO GERAL

v'Nos eucariotos a transcricdo ocorre no nucleo, enquanto a traducdo
ocorre no citoplasma;
v'J& nos procariotos tal separacdo celular ndo existe, sendo os dois

processos acoplados NO MesSMmOo espaco.

Gene
A

1 1
Exon Intron Exon

DNA I
{} Transcription

Nucleus

*...other processing

Gene mRNA MGER-(A),
ons Cytoplasm Transport
{} Transcription to cytoplasm
mRNA mRNA MG- - (A)n
g Translation {} Translation
Protein I _ Protein I

(a) Prokaryotes. (b) Eukaryotes.



VISUALIZANDO O PROCESSO...

http://www.youtube.com/watch?v=983Ihh20rGY&feature=related

http://www.youtube.com/watch?v=-ygpqVr7_xs&feature=related




ESTUDO DIRIGIDO

1. Definicao de gene e suas regioes;
2. Diferenca na estrutura dos genes de eucariotos e procariotos;
3. Regiao promotora e sua importancia para a transcricdo em eucariotos e

procariotos;

Capitulo 7 — Do DNA a proteina: como as
células leem o genoma (paginas 231- 245)

Alberts, B.; Bray, D.; Hopkin, K.; Johnson, A;
Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Walter, P.
2011. Fundamentos da Biologia Celular. 32
Edicao brasileira. Artmed, Porto Alegre




