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Como a informacao e transferida do DNA para
constituir uma célula ou organismo?




Transcricao é
essencial para o fluxo
da informacgao génica

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

Duplex de DNA

Fita ndo molde
de DNA = Fita codificadora

"l Fita-mold
| 5 de DNA

Diregdo da transcri¢do ;irzaAde

crescente

RNA 5’

RNA-
-polimerase

A RNA polimerase adiciona nucleotideos de 5 para 3’ da fita de RNA




Eucariotos possuem varias RNA polimerases

 RNAP | (nucléolo) = rRNA
 RNAP Il (nucleoplasma) 2> hnRNA e snRNA
 RNAP lll (nucleoplasma) - rRNA, tRNA, snRNA

« RNAP IV e V (especificas de plantas) - siRNA
 RNAP mitochondrial

 RNAP de cloroplastos

* hnRNA: RNA heterogéneo: mRNA antes do
processamento e RNAs regulatorios

* sSnRNA: envolvidos em splicing (proxima aula)
* siRNA: small interfering RNA (regulatorios)




Eucariotos possuem varias RNA polimerases

Polimerase Localizacédo Moléculas/célula  Produtos

RNAP I Nucléolo 40.000 35-45S pré-rRNA (288, 18S e 55)

RNAP 11 Nucleoplasma 40.000 hnRNA e snRNAs (U1, U2, U4, Us)

RNAP III Nucleoplasma 20.000 5S rRNA tRNA, snRNA U6, 7S
RNA, outros snRNAs

RNAPIV Plantas (angiospermas) - -

RNAPV Plantas (angiospermas) - -

RNAP de mitocondria Mitocondria - RNAs Mitocondriais

RNAP Cloroplasto Cloroplasto - RNAs do Cloroplasto




RNA polimerases sao compostas de varias subunidades

Bacteria Archaea Eukarya
: Pol -1l
Homologia entre as

L]
subunidades de

, _ catalytic
bactérias, arqueias e core :
eucariotos -
assembly

platform =

Subunidades nao se
dissociam até o final da

o auxillary o 5 6-11
transcricao specialized
function
total 5 12-13 12-17
subunits

Nenhuma subunidade de arqueias e eucariotos € homologa a fatores o de bactéria




RNAPs tém arquiteturas similares
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RNAP bacteriana RNAPII eucaridtica




Onde e como a transcricao € iniciada?

 Em eucariotos, o inicio da transcricao € um processo
diferente e mais complexo que em bactérias




Trés RNA polimerases nucleares em eucariotos

. RNA polimerase | (RNAPI)

» rRNA 5.8S, 18S e 28S

» nucleolo
» maioria da sintese (em abundancia: ~70%)

* RNA polimerase |l (RNAPII)
» hnRNA™ (mMRNA antes do processamento, miRNA e snRNA)

» nucleoplasma - | “hnRNA = RNA heterogéneo
» 2-5% do RNA, maior diversidade

» sensivel a a-amanitina

* RNA polimerase Ill (RNAPIII)

» 5S rRNA, tRNAs e outros
» nucleoplasma
» ~25% do RNA
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Inicio da transcricao em eucariotos

 RNA polimerases nao tém afinidade pelo promotor

» sempre necessitam de fatores de transcricao

» Fatores de transcricao basal

» ligam-se em regides proxima aos promotor
» formam o complexo basal de transcricdo
» desligam-se da RNA pol apods inicio

» Fatores de transcricao especificos

»Reconhecem sequéncias regulatorias (enhancers,
silenciadores, ativadores)

» Podem ativar ou reprimir transcricao




Fatores de Transcricao Basal
» proteinas que se ligam ao DNA em regioes proximas
ao inicio de transcricao, formando o complexo basal
* permitem a ligacao da RNA polimerase
* nao sao requeridos apos iniciacao

 diferentes para cada tipo de polimerase, pois
reconhecem promotores de diferentes classes




RNA polimerase || (RNAPII)

* Transcreve a maior variedade de RNAs
* Requer fatores de transcricao basal (TF)

* Promotores minimos

» TATA-box e/ou DPE (elemento downstream do promotor)

» Inr = sitio de Inicio de transcricao .
Startpoint

o,

TATAA -...Npg.oc... YYCAYYYYY -.....Npg...... AGAC

l_T_I Iﬁ_l
TATA box Inr DPE
Core promoter
containing TATA i
Y = pirimidina (C ou T) S

core promoter



Promotores de RNA polimerase |l
contém diversos elementos
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DPE= Elemento downstream
do promotor

DCE= Elemento core downstream

Pequenas sequéncias consenso conservadas



Diferentes regioes do promotor da RNAPII
ligam diferentes fatores de transcricao
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TFIIB TBP
TBP: TATA-binding protein
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CTD: sequéncias repetidas de 7aa
na subunidade b da RNAPII

CTD = dominio carboxiterminal da
subunidade catalitica da RNAPII

26 repeticoes em levedura, 50 em
humanos

Ligacao a diversos fatores de
Inicio, elongacao e processamento
de RNA

Sofre modificacoes, especialmente
fosforilacdo em residuos de serina
e treonina



Inicio da transcricao pela RNAPII

* Sequéncia de eventos de ligacao/desligamento de varios

fatores de transcricao basal aos elementos do promotor

* Formacdo do Complexo de Transcricao Basal ou de Pré-
Inicio (PIC)

* Ligacao da RNA PII

» Fosforilacao da cauda CTD da RNAP I

» Escape da RNAP |l do promotor




TBP-«@
. \OTFIID
TATA box

TF"AQ\‘/ TF“B direciona RNA pol

~ TFIF
helicase il

E: fosforila CTD ser5
H: heI|case/elongag;ao/reparo

Inicio da transcricao
pela RNAPII

Formacao do complexo
basal (ou de pré-inicio)

Fosforilacao (P) do dominio
carboxiterminal (CTD) da
RNAP

Escape do promotor e
sintese do RNA



Proteinas do complexo de transcricao basal da RNAP ||

Transcription Number of
protein subunits  Subunit(s) M, Function(s)

Initiation
Pol 12 10,000-220,000 Catalyzes RNA synthesis
TBP (TATA-binding protein) 1 38,000 Specifically recognizes the TATA box
- 2o oy reconhecem outros elementos no promotor,
IER Saial 25,099, 57,000  evitam ligacdes inespecificas da RNAPII ao
TFIIF 2 30,000, 74,000

DNA
TFIIH 12 35,000-89,000 _ . _

« promovem interagoes entre si, com o DNA e

TFIID (TAFs + TBP) 13-14 800,000 (total)

com a RNAP I,

 desnaturam o DNA no sitio de inicio da
transcricao (helicase),

« fosforilam o CTD da RNAP Il (quinase),

» liberam a RNAP |l do promotor para a etapa
de elongacao




TBP (TATA-binding protein)

» Liga-se a fenda menor do DNA
* Induz curvatura de ~80°

* Aproxima elementos do
promotor A

 Interage com outras proteinas
do complexo basal




Escape do Promotor e Elongacao

* TF,H (parte do complexo basal)
» Helicase
» Quinase que fosforila CTD da RNAP Il (serd)
» Liga-se tambem a enzimas de reparo de DNA

OTF,,@

TF.E

RNA Pol llo RNA Pol llo —
TFH . -
D : % w3y E 4@8 ppsps
._J s
ps s’ ps Pe S

 Qutros fatores

» Quinases alteram o estado de fosforilacao do CTD da RNAP I
» RNAP Il fosforilada engajada na elongacao




Fosforilacao do CTD da RNAPII
* Processo dinamico N e — /o C
1 2 3 4 5 6 7
» residuos especificos fosforilados e

. > — C
desfosforilados durante elongagao N EEBEEE =
» acao de diferentes quinases e

fosfatases N e o C
Y S P TS P S
1 2 3 4 5 6 7

« Conecta outros processos a transcricao
» remodelamento da cromatina
» pausas na transcricao
» processamento do RNA
» terminacao da transcricao




Estado de fosforilacao de CTD
coordena eventos da transcricao

/.
capping
enzyme

b phosphorylation
state of CTD tail

v s P TSP
12 3 456 7

v s P T s
1 2 3 45 6 7

components of
splicing machinery

stage of
transcription

preinitiation

promoter escape

elongation

polyadenylation
and cleavage
factors

RNA processing
factors recruited

capping

splicing
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. processamento de RNA



A transcricao em eucariotos depende )
obrigatoriamente de FATORES DE ATIVACAO,
alem do complexo de transcricao basal

» Ligam-se a elementos regulatorios no DNA

 Promovem especificidade da transcricao

» onde, quando, quanto e quais genes sao
expressos




Alem do promotor, elementos regulatorios participam da
regulacao do inicio da transcricao

Operador regulatory  promoter
bacteria tivador sequence, >

0 - )

yeast UAS = upstream activator sequences

L)) ) ) ) L) Z[)—>)

human \\

<< VL)) ))))Hfﬂ)))) )

(o (o (o (o % Enhancers = “aumentadores” da
) ) ) )

transcricao

Podem estar localizados milhares de bp
distantes do promotor

enhancer

lishing as Pearson Benjamin Cummings.




Promotores de RNAP Il

* Regiao “core” (TATA box,Inr, DPE, outros)

» Regides ativadoras/ Enhancers
» ~100 bp upstream do inicio de transcricao ou muito mais longe
» ligacao de ativadores de transcricao
» fatores que se ligam dao especificidade ao promotor
» em qualquer orientacao

» Silenciadores (silencers)
» menos frequentes
» ligacao de proteinas repressoras




Ativadores de transcricao

* Proteinas que ligam DNA

» nas sequéncias ativadoras ou enhancers
* Transcricao so inicia quando estao presentes
* Modulam frequéncia de inicio da transcricao
 Podem ligar moleculas sinalizadoras
* Podem sofrer modificacoes (ex: fosforilacao)

e Estrutura modular: varios dominios




Se 0s enhancers estao longe do promotor,
como eles ativam a transcricao?

r activator protein

e TATA box b
enhancer start of
(binding site for transcription

activator protein)

___activation
domain

DNA-binding
domain

s

0 )

DNA-binding site




Ativadores de transcricao interagem
com outras proteinas (co-ativadores)

r activator protein

— TATA box L——
enhancer start of
(binding site for BINDING OF transcription
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING
Y COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES

chromatin
remodeling
complex

' histone-modifying
% enzyme

TRANSCRIPTION BEGINS



Sequéncia de eventos que levam
a transcricao

 Ligacao de ativadores de
transcricao ao DNA

* Recrutamento do complexo

mediador e de remodelamento de
cromatina

 Formacao do complexo de
transcricao basal

TATA Inr

Activator
%/ 'DNA
Enhancer l Mediator
Modification and
remodeling enzymes
TATA Inr
,""ﬁodlﬁcatlon —
- and remodeling; e,
 enzymes ~ Mediator
S—
l TBP and TFIIB
TFIIB
/
Inr
gy NG
| {
lTFIIA
lTFIIB
l TFIIF-Pol I
lTFIIE
lTFIIH
TFIF
TFIA -~ TFIB o
e S5p TFIIE
ctp . TFWH



Co-ativadores — complexo mediador

* Intermediarios entre ativadores e complexo de

enzyme

Iniciacao
* Nao ligam DNA /
* InteragOes proteina-proteina (
 Complexo mediador N | Sissonsmodifing

» 20 a 30 polipeptideos

« podem atuar junto a repressores de transcricao




Animacoes
complexo de transcricao e enhancers

https://www.youtube.com/watch?v=vRBOv4RR7vy8

g:rcﬂw Transcription Complex and Enhancers
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For RNA polymerase to successfully bind to a eukaryotic promoter and initiate
transcription, a set of proteins called transcription factors must first assemble on
the promoter.
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http://www.dnalc.org/view/15480-Transcription-DNA-to-RNA-3D-animation-with-sound-effects-only.html



https://www.youtube.com/watch%3Fv=vRBOv4RR7y8

Um gene pode estar sob o controle de diversos
moduladores de transcricao

CI;NJ';?F Fos/Jun ATF3 CREB C/EBP
- HNF-1
SREBP-1 RAR SREBP1 ‘, . " x @
PPARy2 l l HNF-38 Fos/Jun \

HNF-38

FOXO1

o C/EBP

VS

DNA dAF2 P3lIl | P2 CRE | TATA

-1500 =300 =z 0@TSSOOoD TBP j+1
Figure 15-23 TFIIH
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

Gene da fosfoenolpiruvato carboxiquinase

reacao da gliconeogénese
oxaloacetato + GTP - fosfoenolpiruvato + CO, + GDP




Terminacao da transcricao
(RNAPII)

* clivagem do transcrito numa
regiao rica em A (complexo
de poliadenilacao)

* Exonuclease degrada
porcao 3°

3I
5'

MRNA clivado apds o sitio de
poliadenilagao

Comprometimento da exonuclease

5 S\ O ,

AAAAA

Exonuclease degrada o
RNA remanescente

Término da transcricdo

; SO ;

AAAAA

FIGURA 15-25 Modelo de torpedo da terminacdo da trans-
cricao pela Pol Il. A hipétese do modelo de torpedo postula
que o transcrito de mRNA é clivado apds o sitio poli(A). Uma
exonuclease se liga ao RNA remanescente na polimerase e
degrada o RNA na direcdo 5'—=3', aproximando-se da polime-
rase e, por fim, fazendo com que ela libere 0 mRNA.



Questdes para aulas futuras

 Como o complexo de transcricao tem acesso ao DNA que
faz parte da cromatina®

« Como ¢ feita a regulacao da expressao dos genes?

» COmMo 0s genes sao “escolhidos” para serem mais ou menos
expressos numa determinada condicao?




Slides Extras




Trés RNA polimerases no nucleo de
eucariotos, com funcoes especializadas
 RNA polimerase |

 RNA polimerase |l
 RNA polimerase Il

RNA polimerase mitocondrial e de
cloroplastos

* mais semelhantes a bactérias
* Menor conjunto de genes
« Controle mais simples




RNAP de eucariotos sao mais complexas

Funcoes
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Centro
catalitico
Montagem do
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DNA em um cromossomo esta

compactado e recoberto por
proteinas: CROMATINA

Two
chromatids
(10 cols each)

Ome coil
(30 rosettes)

» para que a RNAP e os fatores de
transcricao tenham acesso ao

One rosette

o DNA, nucleossomos precisam ser

Onelonp temporariamente removidos ou
modificados:

20 mm Fiber REMODELAMENTO

form of
chromatin

DNA




